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As microalgas são um grupo de organismos extremamente diversificado presente em quase todos os ambientes e 
desempenhando um papel determinante no funcionamento dos ecossistemas a nível global. As diatomáceas 
(Bacillariophyceae) são dos grupos de microalgas que apresentam maior flexibilidade ambiental sendo 
responsáveis por 20 % da fixação mundial de carbono e consideradas as principais produtoras primárias no oceano. 
A capacidade que as microalgas demonstram em adaptar-se a diversas condições ambientais está em grande parte 
ligada à capacidade de alterar o seu metabolismo, sobretudo o metabolismo lipídico.  
Nas diatomáceas, assim como na generalidade das microalgas, as condições de cultura como a temperatura, 
luminosidade, disponibilidade em nutrientes ou pH afetam o crescimento e a composição bioquímica da biomassa 
(conteúdos em lípidos, ácidos gordos, proteínas e hidratos de carbono). Condições de cultivo inadequadas podem 
levar as células ao estado de stresse oxidativo desencadeado pelo aumento excessivo de espécies reativas de 
oxigénio (ROS). Nas microalgas o stresse oxidativo está associado à desaceleração do crescimento e aumento do 
armazenamento de lípidos. O metabolismo dos ácidos gordos é também afetado por fatores ambientais, que regulam 
a sua síntese.  
As diatomáceas Nitzschia palea e N. communis foram cultivadas a diferentes temperaturas (20, 30, 33 e 35º C); a 
cinética de crescimento foi estudada através da contagem do nº de células nos dias 3, 5, 7, 9, 11 e 14 e a biomassa 
recolhida nos dias 7, 11 e 14 para as análises bioquímicas.  
A temperatura ótima para o crescimento de N. palea ronda os 30º C ao passo que para N. communis está mais 
próxima dos 20º C. Temperaturas acima dos 33 e 30º C inibiram fortemente o crescimento respetivamente em N. 
palea e N. communis. Quanto à composição bioquímica observámos que nas duas espécies, de um modo geral, o 
cultivo a temperaturas superiores à ótima e quando as células se encontravam em stresse oxidativo, demonstrado 
pelo aumento dos níveis de peroxidação lipídica (LPO) e carbonilação proteica, os conteúdos celulares em lípidos, 
proteínas e hidratos de carbono aumentaram. O envelhecimento das culturas teve efeito semelhante nos parâmetros 
fisiológicos (LPO e carbonilação proteica) e bioquímicos nas duas espécies.  
O stresse causado por temperaturas demasiado elevadas ou em culturas envelhecidas leva a que a produção de 
lípidos de reserva seja estimulada. Estes lípidos de reserva, sobretudo na forma de triglicerídeos (TAG), consomem 
o excesso de fotoassimilados produzidos nestas condições. Estes são armazenados em gotas lipídicas, podendo ser 
catabolizados para a produção de energia quando as condições voltarem a ser ideais. O aumento do conteúdo de 
hidratos de carbono em condições de stresse (temperatura e envelhecimento da cultura) pode também ser explicado 
de dois ângulos. Por um lado este aumento pode refletir o estímulo à produção de crisolaminarina, para o 
armazenamento de energia. Por outro lado como sabemos que a crisolaminarina tem propriedades antioxidantes o 
seu aumento pode ser um mecanismo de defesa contra os ROS. O aumento significativo do conteúdo proteico em 
N. palea em condições que promovem o stresse oxidativo pode ser explicado pelo aumento da produção de enzimas 
antioxidantes associadas ao combate do excesso de ROS e aos seus danos. 
A influência da temperatura (em N. palea e N. communis) e do tempo de cultura (em N. palea) no perfil em ácidos 
gordos foi analisada através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). De um modo 
geral em todas as condições de cultura os ácidos gordos mais abundantes foram C14:0, C16:0, C16:1, C18:0 e 
C18:1. Em N. palea o cultivo a 33º C provocou o aumento significativo dos ácidos gordos monoinsaturados, isto é 
explicado pela maior atividade da enzima ∆9-desaturase, responsável pela formação de C16:1 e C18:1, em 
condições de stresse, aqui provocado por temperatura elevada. Em N. communis os resultados foram contrários, 
com a percentagem de ácidos gordos monoinsaturados a diminuir à temperatura causadora de stresse (30º C). 
Está provado que os lípidos das diatomáceas podem ser explorados para as mais diversas aplicações, como para a 
produção de biocombustíveis, produtos alimentares, fármacos ou cosméticos. A produção de lípidos por estas duas 
espécies de diatomáceas é aqui estudada na perspetiva do seu aproveitamento biotecnológico. Neste sentido 
identificámos dois produtos de interesse, derivados dos lípidos, o biodiesel e o ácido palmitoleico. As condições 
de temperatura e tempo de cultura podem ser manipuladas para se obter o conteúdo em lípidos e perfil em ácidos 
gordos ideal para cada um destes produtos. Concluímos que para a produção de biodiesel a espécie que reúne 
melhores condições é a N. communis quando cultivada a 30º C com colheita no dia 7. Já para a produção de ácido 
palmitoleico a espécie mais adequada é a N. palea cultivada a 30º C, colhida no dia 11. 
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 Microalgae are a very diverse group of organisms present in almost all environments and performing a crucial and 
global role on functioning of ecosystems. Diatoms (Bacillariophyceae) are one of the groups of microalgae with 
great capacity of adaptation to various environments. They are responsible for 20% of global carbon fixation, and 
are known as principal primary producers in oceans. Microalgae’s ability to adapt to different environmental 
conditions is due to their capacity to change their metabolism, specially lipidic metabolism. In microalgae in general 
and diatoms in particular, culture conditions such as temperature, luminosity, availability of nutrients, or pH affect 
growth and biochemical composition of biomass (lipid content, fatty acids, proteins and carbohydrates).  
Inadequate culture conditions can lead cells to oxidative stress due to excessive increase of reactive oxygen species 
(ROS).  In microalgae, oxidative stress is linked to growth mitigation and increase of lipid storage. Fatty acids’ 
metabolism is also affected by environmental factors which regulate its synthesis.  
Diatoms Nitzschia palea and Nitzschia communis were cultivated at different temperatures (20, 30, 33 and 35ºC), 
growth kinetics was investigated through countingof cells at days 3, 5, 7, 9, 11 and 14, and its biomass was collected 
at days 7, 11 and 14 for biochemical analysis.  
Optimum growth temperature for N. palea was about 30ºC, while N. communis presented a temperature closer to 
20ºC. Temperatures above 33 and 30ºC strongly inhibited growth in N palea and N. communis, respectively. 
Relatively to biochemical composition, in general, we observed an increase in lipid, protein and carbohydrate content 
in both species shown by an increase in lipid peroxidation (LPO) and protein carbonylation, when cells were 
subjected to temperatures aboven optimum. Culture aging had a similar effect in physiologic (LPO and protein 
carbonylation) and biochemical parameters in both species.  
Stress conditions (high temperatures and culture aging) lead to stimulation of production and storage of lipids. These 
lipids are forms of TAGs and consume the excess of photoassimilates produced in these conditions. The TAGs are 
stored in lipid droplets and can be catabolized for energy production when conditions become ideal again. The 
increase of carbohydrates in stress conditions (temperature and culture aging) can be explained from two points of 
view. On one hand, that increase can reflect the stimuli for chryslaminarin production (storage of energy). On the 
other hand, it is known that chrysolaminarin has antioxidant properties and its increase in cells can be a defence 
mechanism against ROS. The significant increase in protein content in N. palea (in conditions promoting oxidative 
stress) is explained by the increase of antioxidant enzyme associated to action against ROS excess and its damage.  
Temperature (on N. palea and N. communis) and culture period (in N. palea) influence fatty acid profile whichwas 
analysed through gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). In general, the most abundant fatty 
acids were C14:0, C16:0, C16:1, C18:0 and C18:1. N. palea at 33ºC showed a significant increase in 
monounsaturated fatty acids and this is explained by higher activity of enzyme ∆9-desaturase, responsible for 
formation of C16:1 and C18:1 in stress conditions (high temperature). In N. communis, the results were opposite, 
showing lower percentage of monounsaturated fatty acids at 33ºC (stressing temperature).  
It is proved that diatom lipids can be explored for diverse applications, such as biodiesel production, food, 
pharmaceuticals or cosmetics. Lipid production from these two diatoms (N. palea and N. communis) is here studied 
for biotechnological use. In this sense, we identified two products of interest derived from diatom lipids: biodiesel 
and palmitoleic acid. Temperature and culture aging conditions can be manipulated for obtaining ideal lipid content 
and fatty acid profile for each of these products. We also concluded that for biodiesel production, N. communis is 
the species which presents the best results when growing at 30ºC with harvest at day 7. For production of palmitoleic 
acid, the best species is N. palea growing at 30ºC and harvest at day 7.  
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Capítulo 1 Introdução geral  
 O que são microalgas  
 A designação de “microalga” não tem qualquer valor taxonómico. Estão nela englobados 
microrganismos com clorofila e outros pigmentos fotossintéticos responsáveis pela 
fotossíntese (Derner et al. 2006). Segundo Van den Hoek et al. (1995) as microalgas podem 
ser divididas em dois grandes grupos tendo em conta a sua estrutura celular, as microalgas 
procariotas e as microalgas eucariotas. Nas microalgas procariotas distinguem-se as divisões 
Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta. As microalgas eucariotas apresentam as 
divisões Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta (Prymnesiophyta), 
Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xantophyceae, Eustigmatophyceae, 
etc.), Cryptophyta e Dinophyta (Derner et al. 2006).  
As microalgas são geralmente conhecidas como seres fotoautotróficos que utilizam a luz e 
o dióxido de carbono (CO2) para crescer, produzindo oxigénio. No entanto, as microalgas 
incluem espécies que crescem em sistemas de cultivo heterotróficos, mixotróficos e 
fotoheterotroficos (Chen et al. 2011). Nos sistemas heterotróficos as microalgas usam 
compostos orgânicos como fonte de energia e de carbono. Nos sistemas mixotróficos estas 
podem utilizar como fonte de energia substratos orgânicos ou luz, e como fonte de carbono 
tanto substrato orgânico como CO2. Nos sistemas fotoheterotróficos as microalgas utilizam 
a luz como fonte de energia e carbono orgânico como fonte de carbono (Chen et al. 2011). 
Este grupo de organismos é muito diversificado, podendo existir milhões de espécies de 
microalgas, desempenhando um papel crucial na produção primária global (cerca de 60 %) 
(Derner et al. 2006). As microalgas são constituintes muito importantes de variados 
ecossistemas como ambientes marinhos, de água doce, desérticos, nascentes termais e 
ambientes gelados (Guschina & Harwood 2006).  
 Diatomáceas  
As diatomáceas são um grupo de microalgas pertencentes à classe Bacillariophyceae da 
Divisão Heterokontophyta. A sua característica mais distintiva são as suas paredes celulares 
constituídas por sílica amorfa, designadas por frústulas, sendo constituídas por duas valvas 
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que podem encaixar diretamente uma na outra ou ser intercaladas por faixas de cintura 
também de natureza siliciosa. Existem cerca de 100000 espécies diferentes pertencentes a 
cerca de 200 géneros (Hildebrand et al. 2012), com tamanhos compreendidos entre os 10 e 
50 μm embora existam diatomáceas mais pequenas mas também maiores. De entre a elevada 
variedade de grupos de microalgas existentes, as diatomáceas são dos mais produtivos e com 
maior flexibilidade ambiental. Acredita-se que estes microrganismos são responsáveis por 
20 % da fixação mundial de carbono sendo considerados os principais produtores primários 
no oceano (Hildebrand et al. 2012). As diatomáceas armazenam carbono na forma de óleos 
naturais ou na forma de um polímero de hidratos de carbono designado por crisolaminarina 
(Sheehan et al. 1998). Com base nas características da sua parede siliciosa distinguem-se 
quatro grupos de diatomáceas (Figura 1), as cêntricas radiais, as cêntricas bipolares e 
multipolares, as penadas arrafídeas e as penadas rafideas (com fenda longitudinal nas valvas, 
responsável pelo movimento). Acredita-se que estes quatro grupos tenham surgido e 
divergido durante o Mesozóico (Hildebrand et al. 2012).  
 
Figura 1: Imagens em microscopia eletrónica de varrimento de diatomáceas de diferentes 
grupos. Adaptada de Kröger & Poulsen (2008) 
As diatomáceas têm sido consideradas dos organismos mais importantes no ciclo do carbono 
ao longo das eras (Hildebrand et al. 2012). Acredita-se que os combustíveis fósseis 
atualmente explorados sejam resultado do elevado crescimento e deposição do fitoplâncton, 
dominado por diatomáceas, durante o Mesozóico, quando se verificou uma acentuada 
redução dos níveis de CO2 na atmosfera (Hildebrand et al. 2012). Também a redução 
acentuada dos níveis de CO2 durante o Eoceno, associado ao arrefecimento global, foi 
desencadeado pelo elevado consumo de CO2 por diatomáceas (Hildebrand et al. 2012). 
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 Lípidos das microalgas 
Acredita-se que a capacidade das algas para se adaptarem a diversas condições ambientais é 
traduzida no seu vasto espectro de compostos produzidos, sobretudo lípidos (Guschina & 
Harwood 2006, 2009). Nas microalgas o conteúdo em lípidos é muito variável, normalmente 
entre 1 a 40 % do seu peso seco, podendo, em determinadas condições de cultura, chegar 
aos 85% (Derner et al. 2006). 
Nos sistemas biológicos os lípidos funcionam sobretudo como componentes da membrana, 
produtos de reserva, metabolitos e como fonte de energia, sendo principalmente constituídos 
por ácidos gordos. Não há um consenso universal na definição do conceito de “lípido” mas 
normalmente estão nele abarcado um variado grupo de compostos que tem em comum a boa 
solubilidade em solventes orgânicos como o clorofórmio, éteres e álcoois. Nesta definição 
estão incluídos esteróis, carotenóides e terpenos, para além dos ácidos gordos, triglicéridos, 
fosfolípidos e glicolípidos, por exemplo (Christie 1989). Nelson & Cox (2002) sugeriram 
que os lípidos fossem classificados em lípidos de reserva (lípidos neutros), como são os 
triglicerídeos, e lípidos de membrana (lípidos polares) como fosfolípidos, glicolípidos e 
esteróis (Ferreira et al. 2013). Os lípidos mais comuns são compostos por uma molécula de 
glicerol ligada a três ácidos gordos, designados por triglicerídeos (TAG), ou com dois ácidos 
gordos e o terceiro carbono do glicerol ligado a um grupo polar, que pode ser constituída por 
um grupo fosfato, designados por fosfolípidos, ou com um hidrato de carbono, designados 
por glicolípidos. Os ácidos gordos dos TAG são essencialmente saturados e também alguns 
insaturados, esterificados na molécula de glicerol. Os ácidos gordos são constituídos por 
uma longa cadeia carbonada e são classificados de acordo com o número de átomos de 
carbono da cadeia e do número de duplas ligações. Assim podem-se distinguir ácidos gordos 
saturados, sem duplas ligações, monoinsaturados, com uma dupla ligação ou polinsaturados 
(PUFA), com duas ou mais duplas ligações. Normalmente o tamanho das cadeias carbonadas 
dos ácidos gordos das microalgas varia entre 12 e 24 carbonos (de C12 a C24), sendo 
frequentes os C16 e C18 saturados e insaturados (Guschina & Harwood 2006, 2009).  
Os lípidos de reserva, normalmente na forma de TAG, são acumulados em vesículas no 
citoplasma designados por corpos lipídicos (Abdo et al. 2014). Quando se encontram em 
condições ótimas de crescimento as microalgas sintetizam ácidos gordos essencialmente 
para produção de lípidos membranares como os glicolípidos e fosfolípidos. Quando se 
encontram em condições desfavoráveis as microalgas passam a produzir lípidos neutros 
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como forma de armazenamento de energia, sobretudo na forma de TAGs. Os TAGs são 
sintetizados durante os períodos em que o organismo se encontra na presença de luz. Estes 
podem ser convertidos em intermediários lipídicos utilizados para a síntese de lípidos polares 
na presença de luz e podem ser utilizados como reserva de energia, já que podem ser 
facilmente catabolizados fornecendo energia metabólica (Guschina & Harwood 2006; 
Sharma et al. 2012). 
Os lípidos polares e os esteróis tem elevada importância na manutenção da integridade e 
funcionalidade da membrana celular, podendo agir como barreira seletivamente permeável. 
Para além da sua função estrutural os lípidos polares podem também intervir na sinalização 
celular e na resposta a mudanças ambientais (Ward & Singh 2005).  
 Cultura de microalgas 
1.4.1 Métodos laboratoriais no cultivo de microalgas  
Muita da investigação que se faz sobre microalgas exige a sua cultura em laboratório. Uma 
cultura pode ser definida por um ambiente artificial onde as microalgas são colocadas a 
crescer (Perumal et al. 2015). A manutenção de culturas de microalgas, nomeadamente 
culturas puras, é fundamental tanto para o estudo das características de crescimento de uma 
determinada espécie, como para o estudo da influência de fatores ambientais no seu 
metabolismo (Pringsheim 1946; Andersen 2005).  
Neste tipo de trabalhos um primeiro passo é o isolamento da espécie que se quer 
cultivar/estudar. Este isolamento é normalmente difícil devido sobretudo ao pequeno 
tamanho das células e à associação de espécies epifíticas ao organismo que se quer isolar 
(Perumal et al. 2015). O isolamento é tradicionalmente conseguido por métodos de 
crescimento em agar, por técnicas de diluição, por isolamento com micropipeta ou ainda por 
citometria de fluxo (Andersen 2005).  
A preparação do meio de cultura é outro ponto importante. Os meios de cultura podem ser 
líquidos ou sólidos (agar). Conforme a sua composição química distinguem-se três tipos de 
meio de cultura, que são o meio sintético, o meio enriquecido e o meio de água e solo 
(Andersen 2005). No meio sintético são adicionados à água destilada os compostos químicos 
(nutrientes) de soluções stock. Estes compostos são designados macronutrientes, 
micronutrientes e vitaminas, obtendo-se um meio de constituição definida. Um exemplo de 
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um meio sintético é o meio Chu nº 10 (Chu 1942). O meio enriquecido é obtido pela adição 
de nutrientes a água natural (água de lagos, rios, etc.) ou pelo enriquecimento de meios 
sintéticos com extratos de solo, plantas, leveduras, etc. Este não é um meio quimicamente 
definido. O meio de solo e água é preparado com a adição de solo seco a água, sendo a sua 
composição química definida pelo solo (Pringsheim 1946; Andersen 2005).  
As culturas de microalgas normalmente são mantidas em Erlenmeyers, tubos de ensaio ou 
caixas de Petri. Na maioria dos estudos as culturas de microalgas estão sujeitas a condições 
de temperatura e luminosidade controladas. Estas condições controladas são proporcionadas 
por estufas ou câmaras de crescimento. Para a manutenção contínua das culturas é necessário 
a sua repicagem periodicamente (Andersen 2005).  
As culturas de microalgas podem distinguir-se entre culturas em batch, semi-contínuas e 
contínuas (Perumal et al. 2015). Nas culturas em batch o recipiente/biorreactor com o meio 
de cultura (por exemplo um Erlenmeyer) é inoculado com um volume específico de uma 
cultura da espécie de microalgas que se queira estudar. Nestes sistemas os nutrientes do meio 
de cultura vão sendo consumidos à medida que a cultura envelhece o que leva a uma fase de 
declínio onde o número de células viáveis diminui drasticamente (Perumal et al. 2015). Nas 
culturas semi-contínuas a cultura é parcialmente recolhida e adicionado meio de cultura 
“fresco” ao biorreactor, podendo este passo ser repetido várias vezes. Nas culturas contínuas 
ocorre a alimentação contínua do biorreactor com meio de cultura “fresco” sendo que em 
simultâneo o excesso de meio de cultura é recolhido (Perumal et al. 2015). 
Ao longo de décadas as diatomáceas têm sido cultivadas em sistemas ao ar livre para a 
aquacultura. A principal diferença entre o cultivo de diatomáceas e outras microalgas é o 
facto de as diatomáceas requererem sílica para o crescimento. Isto significa um custo 
adicional nas culturas de diatomáceas, sobretudo, pela característica química da sílica em 
meio aquoso. A sílica presente em meio aquoso como ácido silícico (Si(OH)4) é 
predominante solúvel a um pH alcalino, sendo a sua solubilidade a pH neutro muito limitada. 
O facto de as diatomáceas necessitarem de sílica para crescerem pode constituir também 
uma vantagem pois este nutriente está estritamente relacionado com o crescimento das 
culturas sendo assim fácil regular com precisão o seu crescimento através da adição ou não 
adição deste nutriente ao meio (Hildebrand et al. 2012). 
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1.4.2 Crescimento das microalgas em cultura  
Os estudos do crescimento das microalgas em cultura requere a determinação do número de 
células. Tal pode ser conseguido por contagem direta em camara, por citometria de fluxo, 
por pesagem (método do peso seco) ou por medição da absorvância (Andersen 2005; 
Kanemoto 2012).  
O crescimento em culturas puras de microalgas pode ser caracterizado em 5 fases, 
descrevendo normalmente uma curva sigmoide (Eppley 1972; Perumal et al. 2015). A 
primeira fase, designada de fase lag, ocorre logo a partir da inoculação do meio, observando-
se que durante este período de tempo o número de células permanece relativamente 
inalterado. Na segunda fase, a fase logarítmica ou exponencial, as células começam a dividir-
se a um ritmo constante, verificando-se o crescimento máximo. Numa terceira fase o 
crescimento abranda já que fatores como nutrientes, luz, pH ou dióxido de carbono começam 
a limitar a divisão celular. A quarta fase é a fase estacionária, aqui observa-se que o número 
de células se mantem constante ao longo de um período relativamente alargado, tal pode ser 
derivado da cessação da divisão celular ou pelo seu equilíbrio com a morte celular. Nas 
culturas em batch observa-se ainda uma fase de declínio, como já vimos em cima (Perumal 
et al. 2015).  
 Objetivos  
Sabendo da importância ecológica e biotecnológica das diatomáceas o que se pretende neste 
estudo é compreender em que medida a temperatura e tempo de cultura influencia o 
crescimento e a composição bioquímica de duas espécies de diatomáceas de água doce, a 
Nitzschia palea e a Nitzschia communis.  
Neste trabalho será dado um especial enfoque à produção de lípidos por estas espécies, 
discutindo-se o seu potencial biotecnológico. No primeiro capítulo de resultados é estudada 
a influência da temperatura e tempo de cultivo no crescimento e na composição de lípidos, 
proteínas e hidratos de carbono. Alguns marcadores celulares relacionados com o 
metabolismo e com o stresse oxidativo também são avaliados, como atividade do sistema de 
transporte de eletrões, a peroxidação lipídica, oxidação proteica. Estes parâmetros vão ajudar 
a compreender como variam a composição bioquímica e estado fisiológico das células nas 
diferentes condições de cultura. No segundo capítulo de resultados  pretende-se observar 
7 
 
qual a influência da temperatura e tempo de cultivo na produção de ácidos gordos por estas 
espécies. Por fim no terceiro capítulo de resultados, e à luz dos resultados obtidos na 
produção de lípidos totais e ácidos gordos, pretende-se mostrar quais as condições ideais 
para a produção de lípidos e ácidos gordos que possam ser usados como matéria-prima para 
a produção de biodiesel ou óleos com valor alimentar ou noutro tipo de aplicações como 
sejam a cosmética ou a farmacologia.  
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 Efeito da temperatura e tempo de cultura no crescimento e na 
bioquímica das diatomáceas N. palea e N. communis  
 Introdução  
O crescimento e composição bioquímica das microalgas é fortemente influenciado por 
fatores ambientais como a luminosidade, composição em nutrientes, salinidade ou 
temperatura. A influência da temperatura na composição bioquímica de diversas espécies de 
microalgas tem sido relatada em inúmeros estudos (por exemplo: Thompson & Harrison 
1992; Renaud et al. 1995, 2002; Roleda et al. 2013). Estes trabalhos mostraram que apesar 
da evidente influência da temperatura no crescimento e parâmetros bioquímicos como os 
conteúdos em lípidos, proteínas e hidratos de carbono, parece impossível estabelecer um 
padrão que correlacione a temperatura com a composição bioquímica para a generalidade 
das microalgas. Cada espécie responde de maneira diferente à variação da temperatura 
(Thompson & Harrison 1992; Renaud et al. 2002; Sayegh & Montagnes 2011).  
Não há uma temperatura ótima de crescimento para todas as microalgas. Normalmente nas 
microalgas a relação entre a taxa de crescimento e temperatura é descrita por uma curva 
assimétrica. Verifica-se que a temperaturas abaixo da temperatura ótima de crescimento a 
relação entre taxa de crescimento e temperatura é dada por um aumento assimptótico. A 
temperaturas acima da temperatura ótima a taxa de crescimento decai abruptamente (Ras et 
al. 2013). Normalmente em microalgas mesofílicas temperaturas entre os 30 e 35° C são 
letais ou inibem o crescimento (Eppley 1972; Ras et al. 2013). Abaixo da temperatura ótima 
de crescimento o aumento da temperatura estimula o crescimento das microalgas. Tal pode 
ser explicado pelo aumento da atividade das enzimas intervenientes no ciclo de Calvin 
(Falkowski 1980). Quando as microalgas são sujeitas a temperaturas acima da temperatura 
ótima de crescimento a inativação e desnaturação de enzimas ou modificação de proteínas 
envolvidas na fotossíntese promovem a inibição relativamente abrupta do crescimento (Ras 
et al. 2013). Nas microalgas observa-se muitas vezes que o cultivo a temperaturas muito 
elevadas, por exemplo acima de 40° C, provoca a perda de funções do fotossistema II 
levando à produção excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS), levando a célula ao 
estado de stresse oxidativo (Ras et al. 2013).  
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 Nas microalgas os lípidos são importantes no armazenamento de energia, na estruturação 
das membranas, na proteção contra agentes patogénicos e desidratação, absorção da luz, etc. 
(Sharma et al. 2012). A relação entre a temperatura de cultivo e o conteúdo em lípidos tem 
sido estudada em diversas espécies de microalgas (por exemplo: Thompson & Harrinsson 
1992; Renaud et al. 1995, 2002;) verificando-se que a relação entre o conteúdo lipídico das 
microalgas e a temperatura é específica de cada espécie ou estirpe sendo que ao contrário do 
crescimento não se observa um padrão geral de variação. Por exemplo em Nitzschia 
communis (Dempster & Sommerfeld 1998) numa gama de temperaturas entre 15 e 35º C e 
em Fragilaria capucina (Chaffin et al. 2012) numa gama de temperaturas de 10 a 30º C não 
se verificam diferenças significativas no conteúdo em lípidos com a variação da temperatura. 
Contudo a variação de 20 para 30º C em Nitzschia closterium e de 10 para 25º C em Nitzschia 
paleacea levou á diminuição do conteúdo lipídico (Renaud et al. 1995). A diminuição do 
conteúdo lipídico com o cultivo a temperaturas relativamente elevadas (na ordem dos 30-
35º C) é também observada em espécies do género Chaetoceros (Thompson & Harrison 
1992; Renaud et al. 2002). Em Thalassiosira pseudonana e Odontella aurita (Roleda et al. 
2013) observa-se que o aumento da temperatura de 10 para 20º C a meio do cultivo se traduz 
na diminuição do conteúdo lipídico. Em Chaetoceros cf. wighamii (de Castro Araújo & 
Garcia 2005) e Amphora subacutiuscula (Wah et al. 2015) o aumento da temperatura 
promove o aumento do conteúdo lipídico até à temperatura ótima de crescimento, que são 
respetivamente 25 e 23º C, a partir da qual o aumento da temperatura traduz-se na diminuição 
do teor em lípidos. Já em Thalassiosira pseudonana e Phaeodactylum tricornutum 
(Thompson & Harrison 1992) ocorre a diminuição do conteúdo lipídico quando a 
temperatura diminui de 15 para 10° C mas a temperaturas mais elevadas (20 e 30º C) 
verificando-se o seu aumento. O aumento do conteúdo em lípidos com o aumento da 
temperatura é observado em Nitzschia palea (Opute 1974b) quando cultivada numa gama 
de temperaturas de 5 a 45° C e em Navicula saprophila (Sriharan et al. 1989) quando 
cultivada entre 20 e 30° C.  
Mais do que tentar perceber o efeito da variação da temperatura no conteúdo em lípidos das 
microalgas, que já vimos não ser passível de generalizações, é importante perceber em que 
medida a sua produção é influenciada pelas condições ótimas ou sub-ótimas de crescimento. 
O que acontece normalmente é que em condições ótimas de crescimento as microalgas 
sintetizam ácidos gordos essencialmente para a formação de lípidos membranares, o que se 
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traduz no crescimento e produção de biomassa (Hu et al. 2008). Sob condições desfavoráveis 
de crescimento, como temperatura ou luminosidade inadequadas, falta de nutrientes ou 
presença de metais pesados, muitas microalgas alteram o seu metabolismo lipídico 
começando a produzir e a acumular triglicerídeos (TAG) (Hu et al. 2008). Sob estas 
condições de stresse o excesso de eletrões acumulado na cadeia transportadora de eletrões 
nas mitocôndrias, cloroplastos e peroxissomas pode provocar sobre-produção de espécies 
reativas de oxigénio (ROS). O aumento dos níveis de ROS influência a expressão génica, 
afetando por exemplo a expressão de enzimas antioxidantes e o ciclo celular podendo intervir 
na morte programada da célula (Gill & Tuteja 2010). A produção e acumulação de lípidos, 
nomeadamente TAG, consome o excesso de foto-assimilados reduzindo o risco de formação 
de ROS e subsequentes danos celulares, funcionando ainda como reserva energética para 
quando as condições voltarem a ser ideais (Hu et al. 2008). Grandes quantidades de TAG 
são acumuladas devido ao stresse provocado pela temperatura em diversas microalgas (Hu 
et al. 2008; Sharma et al. 2012). 
No que diz respeito ao conteúdo em proteínas, e apesar de não se poder generalizar, verifica-
se que em muitas espécies o cultivo a temperaturas elevadas diminui a produção de proteínas. 
Normalmente temperaturas acima do 25-30º C promovem a diminuição do conteúdo 
proteico, por exemplo em Pavlova lutheri (Thompson & Harrison 1992; Carvalho et al. 
2009), Spirulina spp. (De Oliveira et al. 1999; Rafiqul et al. 2003), Chlamydomonas sp., 
Chlorella spp. e Klebsormidium sp. (Teoh et al. 2004). Em espécies tropicais dos géneros 
Isochrysis, Rhodomonas e Cryptomonas (Renaud et al. 2002) e em Isochrysis galbana e 
Dunaliella tertiolecta (Thompson & Harrison 1992) também se verifica a diminuição das 
proteínas para temperaturas elevadas (acima dos 33º C). Em algumas diatomáceas do género 
Chaetoceros (Thompson & Harrison 1992) tal tendência é também observada com o cultivo 
a temperaturas entre 10 e 25º C. Todavia noutras espécies de diatomáceas verifica-se que o 
aumento da temperatura não se traduz na diminuição do conteúdo proteico. Em espécies do 
género Chaetoceros (Renaud et al. 2002) e Navicula (Teoh et al. 2004) nota-se mesmo que 
a quantidade de proteínas é mais elevada a temperaturas elevadas. Em algumas espécies de 
algas a produção de proteínas é mais elevada à temperatura ótima de crescimento, neste caso, 
a relação do conteúdo de proteína com a temperatura é descrita como um “U” invertido, 
sendo isto visível em Isochrysis sp. e Nannochloropsis sp, (Sayegh & Montagnes 2011). Em  
Chaetoceros cf. wighamii ocorre precisamente o contrário, com o conteúdo em proteínas a 
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descrever uma relação em “U”, já que a maior produção ocorre a temperaturas muito baixas 
ou muito altas (de Castro Araújo & Garcia 2005). Já em Thalassiosira pseudonana cultivada 
a 8, 17 e 25º C (Berges et al. 2002) e Skeletonema costatum cultivada a 5, 15 e 25º C (Smith 
& Alberte 2000) a variação da temperatura não teve influência no conteúdo proteico. 
A mesma ausência de um padrão é visível quando se analisa o conteúdo em hidratos de 
carbono. Por exemplo, em Cosmarium sp. observa-se que a produção de hidratos de carbono 
é máxima à temperatura ótima de crescimento (26º C) (Ghozzi et al. 2014). No caso de 
algumas espécies do género Spirulina a sua produção é estimulada por temperaturas 
elevadas, em casos em que a gama de temperaturas usada foi de 20 a 40º C (De Oliveira et 
al. 1999, Rafiqul et al. 2003). Noutras espécies é o cultivo a temperaturas baixas que estimula 
a produção de hidratos de carbono, por exemplo em Isochrysis galbana cultivada a 15 e 30º 
C e em diatomáceas do género Navicula (Teoh et al. 2004) cultivadas a temperaturas entre 
4 e 30º C e Chaetoceros (Renaud et al. 2002; de Castro Araújo & Garcia 2005) cultivadas a 
temperaturas entre os 20 e 35º C. Em algumas espécies simplesmente não se observam 
diferenças no conteúdo em hidratos de carbono quando cultivadas a diferentes temperaturas, 
como o caso da Nannochloropsis sp. cultivada a 15, 20, 25 e 30º C (Sayegh & Montagnes 
2011). 
O aumento do conteúdo em hidratos de carbono, nomeadamente o polissacarídeo 
crisolaminarina, que é o polissacarídeo de reserva das diatomáceas (Werner 1977), é muitas 
vezes observado em condições de stresse, por exemplo em Odontella aurita (Xia et al. 2014) 
sob condições de falta de nutrientes e baixa luminosidade e em Skeletonema costatum 
(Taraldsvik & Myklestad 2000) em condições de pH elevado. 
Não é possível estabelecer um modelo que descreva a relação entre o crescimento, a 
bioquímica das microalgas e a temperatura. Para tal contribui o facto de estes organismos 
estarem presentes em praticamente todos os ambientes aquáticos, desde as baixas 
temperaturas glaciais às elevadas temperaturas das nascentes termais. Mesmo em microalgas 
de taxa muito similares é impossível estabelecer um padrão. A resposta no crescimento e 
metabolismo de cada espécie em relação à temperatura está ligada à temperatura do ambiente 
natural de cada espécie (Thompson & Harrison 1992; Teoh et al 2013). Neste sentido terá 
mais lógica estudar a influência da temperatura na bioquímica das microalgas tendo em conta 
determinados biomarcadores. Assim, o estudo de parâmetros bioquímicos como a 
peroxidação lipídica, a carbonilação proteica e a atividade do sistema de transporte de 
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eletrões ajuda a perceber em que medida diferentes temperaturas e tempos de cultivo 
influenciam o metabolismo das células e o nível de stresse em que se encontram.   
O consumo de oxigénio pelos organismos aeróbios gera ROS que ocorrem naturalmente nos 
cloroplastos, mitocôndrias e peroxissomas em resultado da respiração e da fotossíntese. 
Estes ROS incluem o anião superóxido (O2∙), o peroxido de hidrogénio (H2O2) e o radical 
hidroxilo (OH∙) (Fernandes 2009). As células estão em stresse oxidativo quando a formação 
de ROS não é compensada por sistemas que os removam ou reparem os seus danos. Este 
desequilíbrio pode provocar a formação de peróxidos e radicais livres que danificam 
biomoléculas incluindo lípidos, proteínas, hidratos de carbono e ADN, podendo em última 
análise levar à morte celular (Lesser 1996). Nos organismos fotossintéticos, fatores 
ambientais como a radiação excessiva, temperatura demasiado elevada, presença de metais 
pesados ou falta de nutrientes podem criar stresse oxidativo através do aumento da produção 
de ROS (Lesser 1996; Santos et al. 2016). 
A degradação oxidativa dos lípidos (peroxidação lipídica) é um indicador da formação de 
radicais livres, já que este fenómeno é geralmente iniciada por ROS, sendo considerado um 
indicador de stresse oxidativo. Neste processo os ácidos gordos insaturados e polinsaturados, 
principalmente os que estão presentes na membrana celular, reagem com estes radicais 
livres, em especial com os grupos metileno que possuem hidrogénios particularmente 
reativos, gerando radicais lipídicos (Held 2012). Estes radicais reagem com o oxigénio e 
levam à formação de hidroperóxidos lipídicos. Os peróxidos lipídicos são instáveis e 
decompõem-se numa série de compostos, incluindo compostos reativos de carbonílo, como 
o malondialdeido (MDA) (Held 2012). A medição da peroxidação lipídica está normalmente 
relacionada com a deteção de compostos reativos por reação com o ácido tiobarbitúrico 
(TBA), como o MDA, derivado da decomposição de produtos da peroxidação lipídica. O 
aumento dos níveis de peroxidação lipídica é observado quando as células são expostas a 
condições de stresse oxidativo, isto acontece por exemplo em Pavlova viridis (Li et al. 2006) 
e Nitzschia palea (Figueira et al. 2014) quando expostas a metais, e em Dunaliella salina 
(Cetiner 2014) quando em condições de carência de nutrientes e em algumas plantas e insetos 
sob stresse provocado por temperaturas elevadas (Jia et al. 2011; Mansoor & Naqvi 2013). 
Uma outra análise que pode ser usada para medir os danos causados pelas ROSs e que é 
indicador de stresse é a medição da carbonilação proteica. Este fenómeno é um tipo de 
oxidação proteica onde são formadas cetonas reativas ou aldeídos que podem reagir com a 
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dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar hidrazonas. A oxidação dos resíduos de lisina, 
arginina, prolina, treonina, entre outros aminoácidos das proteínas, produz produtos 
passíveis de serem detetados pela reação com o DNPH (Suzuki et al. 2010). Para além de 
ser provocada diretamente pelas ROSs a carbonilação proteica pode também ser originada 
por reação de adição nucleofilica entre certos resíduos de aminoácidos em proteínas (lisina, 
histidina, cisteina, aspariga) com  produtos carbonilados ( por exemplo o 4-hidoxinonenal, 
acroleina) formados durante a peroxidação lipídica, nomeadamente da oxidação de PUFAs 
(Suzuki et al. 2010; Fritz & Petersen 2011). 
A atividade do sistema transportador de eletrões (ETS) é uma medida bioquímica da 
potencial atividade metabólica (Downing 1972; Lampert 1982). Esta medida representa uma 
aproximação da capacidade máxima de respiração, que está relacionada com o potencial de 
produção de energia na forma de ATP (Agostini et al. 2013). O ETS é um complexo multi-
enzimático localizado na membrana interna das mitocôndrias que funcionam como um 
sistema bioquímico que promove reações de oxidação-redução para transportar eletrões das 
coenzimas NADH, NADPH e sucinato, provenientes do ciclo de Krebs, para o oxigénio 
(O2). A formação de formazan está correlacionada com o consumo de O2 sendo por isso a 
medição deste composto feita na análise da ETS (Toth et al. 1995). A medição da atividade 
do ETS é importante para perceber em que medida as condições de cultura afetam a 
respiração e produção de energia nas espécies estudadas sob diferentes condições 
ambientais. 
Neste primeiro capítulo vamos estudar a de que modo os fatores temperatura e tempo de 
cultura afetam o crescimento, composição bioquímica e estado fisiológico das diatomáceas 
Nitzschia palea e Nitzschia communis. Pretendemos ainda compreender em que medida o 
estado fisiológico das células afeta o seu metabolismo em lípidos, proteínas e hidratos de 
carbono.   
 Materiais e métodos 
2.2.1 Proveniência das diatomáceas e condições de manutenção das culturas 
monoalgais 
As espécies usadas neste estudo foram as diatomáceas de água doce Nitzschia palea 
(Kützing) W. Smith 1856 (comprimento 15-70 µm; largura 2,5-5 µm com 9-1 7 fíbulas em 
10 µm; estrias 28-40 em 10 µm) e a Nitzschia communis Rabenhorst 1860 (comprimento 6-
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40 (60) µm; largura 4-5,8; 10-14 fíbulas em 10 µm; estrias 28-38 em 10 µm) (Krammer & 
Lange-Bertalot 1988). As diatomáceas Nitzschia palea (Kützing) W. Smith e Nitzschia 
communis Rabenhorst (Figura 2) foram isoladas de amostras recolhidas em zonas próximas 
de fumarolas em S. Miguel, Açores, em Março de 2012 e mantidas em cultura monoalgal 
em Erlenmeyers de 100 ml contendo 50 ml do meio de cultura Chu nº 10 modificado (Tabela 
1) em câmara de crescimento à temperatura de 18º C, fotoperíodo 12h:12h, e intensidade 
luminosa 800 Lux (Panasonic MLR-352H).   
 
Figura 2: Fotografias ao microscópio ótico Zeiss Axioplan 2 Imaging equipado com Contraste 
de Interferência Diferencial (DIC) e com Câmara digital Olympus (DP70) das culturas de N. palea 
(A) e N. communis (B). 
 
Tabela 1: Composição química do meio de cultura Chu nº 10 modificado.  
Nutriente Quantidade (ml) por litro de meio de 
cultura 
Ca(NO3)2 9,9 
K2(HPO4) 10 
MgSO4.7H2O 10 
Na2SiO3 5,8 
FeCl3.6H2O 6 
Na2CO3 10 
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2.2.2 Condições experimentais e obtenção da biomassa 
 Para testar e efeito da temperatura as duas espécies de diatomáceas foram cultivadas no 
mesmo meio de cultura que o usado para a sua manutenção (Chu 10), a luminosidade de 
1200 Lux, com fotoperíodo de 12h:12h e às temperaturas de 20, 30, 33 e 35o C. As 
temperaturas foram selecionadas com base em experiências preliminares nos dois taxa. Cada 
espécie foi cultivada em 30 Erlenmeyers de volume de 100 ml com 50 ml de meio de cultura 
Chu nº 10 para cada temperatura. O elevado número de recipientes de cultura (30 
Erlenmeyers por condição experimental) deveu-se à necessidade de recolha de biomassa 
suficiente para levar a cabo a determinação dos parâmetros bioquímicos abaixo 
discriminados. O processo de inoculação destes Erlenmeyers incluiu a preparação de um 
inóculo primário através da adição de uma alíquota da cultura (Figura 2 A e B) para um 
Erlenmeyer com meio de cultura autoclavado. Este inóculo foi colocado a crescer a 20o C 
durante 7 dias ao fim dos quais se procedeu à contagem do número de células, com recurso 
ao microscópio invertido Leitz Wetzlar Labovert (ampliação 400x), em câmara de contagem. 
Através desta contagem determinou-se o volume de cultura a inocular em cada Erlenmeyer 
da experiência correspondente a cerca de 10000 células/ml.  
As diatomáceas cresceram durante 14 dias em câmaras de cultura Panasonic MLR-352H às 
temperaturas já referidas, com intensidade luminosa de 1200 Lux com fotoperíodo de 12:12 
h. O tempo da experiência foi de 14 dias já que se pretendia incluir as principais fases da 
curva de crescimento (fase exponencial, fase estacionária e fase de declínio).  
 Para acompanhar o crescimento das diatomáceas ao longo do tempo e a diferentes 
temperaturas nos dias 3, 5, 7, 9, 11 e 14 foi retirado 1 ml da cultura de três Erlenmeyers, 
escolhidos de modo aleatório de entre os 30 de cada espécie e temperatura e contou-se o nº 
de células por ml em câmara de contagem usando o microscópio invertido atrás referido. 
Depois de 1 ml ter sido retirado os Erlenmeyers voltaram a ser colocados na camara de 
crescimento. 
Nos dias 7, 11 e 14 de cultivo procedeu-se à recolha da biomassa para observação das gotas 
lipídicas ao microscópio ótico Zeiss Axioplan 2 Imaging equipado com DIC e para 
determinação de parâmetros bioquímicos a seguir discriminados. Em cada um destes dias 10 
Erlenmeyers de cada espécie e temperatura foram colocados no banho de ultrassons, durante 
aproximadamente 2 minutos (para que as células fiquem em suspensão) e centrifugados 
durante 10 minutos a 3500 rpm. A biomassa (pellet) foi armazenada em micro-tubos a -20o 
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C, devidamente separados por dia de colheita, temperatura de cultivo e espécie. Antes do 
armazenamento foi retirada uma alíquota para observação ao MO. 
2.2.3 Quantificação dos lípidos totais  
2.2.3.1 Extração dos lípidos  
O método de extração dos lípidos usado foi similar ao desenvolvido por Folch et al. (1957). 
O meio de cultura de N. palea (três réplicas de cada uma das três temperaturas e tempos de 
cultura) e de N. communis (três réplicas de cada uma das três temperaturas e tempos de 
cultura) foram centrifugados durante 10 minutos a 3500 rpm. De seguida todo o 
sobrenadante foi descartado e procedeu-se à secagem das células durante aproximadamente 
12 horas a 60o C. O conteúdo lipídico foi extraído com a adição de 1ml de uma mistura de 
clorofórmio: metanol (2:1) à biomassa seca e seguidamente centrifugada durante 10 minutos 
a 5300 rpm. O sobrenadante, corresponde à fase do solvente orgânico, contém os lípidos 
extraídos e, por isso, foi armazenado em frascos de vidro a -20o C. O depósito foi descartado.  
2.2.3.2 Quantificação dos lípidos totais usando o método colorimétrico de 
sulfofosfovanilina  
Para a quantificação dos lípidos totais foi usado o método da reação dos lípidos com 
sulfofosfovanilina semelhante ao usado por Van Handel (1985). Primeiro foram transferidos 
100 µl do extrato lipídico para um tubo de vidro e colocado a secar a 50o C, o que demorou 
aproximadamente 4 horas. Simultaneamente foi feito um branco (mistura de clorofórmio e 
metanol 2:1) e soluções padrão de colesterol a diferentes concentrações a partir de uma 
solução inicial de concentração igual a 1,6 mg de colesterol por ml de solvente (ver tabela 
2) que foram secas de forma semelhante às amostras. Após secagem de amostras e padrões 
adicionou-se 1 ml de ácido sulfúrico concentrado a cada tubo, estes foram agitados e 
colocados em banho de água a ferver durante 10 minutos. Após este tempo os tubos foram 
arrefecidos em gelo e a cada um adicionado 5 ml da solução de reação de 0.2% vanilina (807 
ml de ácido fosfórico (H3PO4), 193 ml H2O e 2g de vanilina (3-metoxi-4-
hidroxibenzaldeído)). Este último passo foi feito no escuro. Os tubos foram mantidos no 
escuro durante 1 hora e após este período a absorvância foi lida a 520 nm no 
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espectrofotómetro (Amersham Biosciences, Ultrospec 2100 pro). Os valores foram 
expressos em µg lípidos por milhão de células. 
Tabela 2: Preparação da reta de calibração para a quantificação dos lípidos totais. 
Concentração do padrão 
(mg/ml) 
Solução de colesterol (µl) 2 Clorofórmio: 1 Metanol 
(µl) 
0 - 1000 (µl) 
0,4 250 (µl) 750 (µl) 
0,8 500 (µl) 500 (µl) 
1,2 750 (µl) 250 (µl) 
1,6 1000 (µl) - 
 
2.2.4 Extração e quantificação das proteínas totais 
2.2.4.1 Extração  
Os meios de cultura de cada Erlenmeyer (27 para N. palea e 18 para N. comunis) foram 
centrifugados durante 10 minutos a 3000 rpm a 4⁰ C, o sobrenadante foi descartado e as 
células depositadas colocadas em microtubos e armazenadas a – 20º C até posterior 
utilização. As células foram resuspendidas em 500µl de tampão de extração (0.1 M Tris-HCl 
pH 8.5, 1mM PVP, 153 mM sulfato de magnésio (MgSO4) e 0.2% (v/v) Triton X-100) e 
lizadas por sonicação durante 30 segundos a 50% de amplitude. A temperatura dos tubos foi 
controlada pela manutençao dos tubos em gelo. O extrato obtido foi centrifugado durante 10 
minutos a 3000 rpm a 4⁰ C e o sobrenadante (corresponde ao conteúdo intracelular) 
transferido para novo microtubo e armazenadas a – 20ºC até posterior utilização. Este 
processo de extração foi usado para a quantificação das proteínas totais, hidratos de carbono 
totais, carbonilação proteica e ETS. 
2.2.4.2 Quantificação das proteínas totais  
A quantificação das proteínas totais foi feita seguindo um procedimento idêntico ao descrito 
por Bradford (1976). Numa microplaca adicionaram-se 5 µl de amostra ou de padrões (ver 
Tabela 3) e 250 µl de reagente de Bradford. A microplaca foi agitada durante 30 segundos e 
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incubada durante 15 minutos à temperatura ambiente. No fim do tempo de incubação leu-se 
a absorvância a 545 nm num leitor de microplacas (Biotek, Synergy HT). O cálculo da 
concentração de proteína foi feito através da reta de calibração e os valores expressos em µg 
proteína por milhão de células. 
Tabela 3: Preparação da reta de calibração na quantificação das proteínas totais. 
 
2.2.5 Quantificação dos hidratos de carbono totais  
A quantificação dos hidratos de carbono totais foi feita seguindo o protocolo desenvolvido 
por DuBois et al. (1956).  
Tabela 4: Preparação da reta de calibração na determinação dos hidratos de carbono totais.  
Padrão (mg/ml) H2O Solução de glucose (0,5 
mg/ml) 
0 100 µl - 
0,00625 50 µl 50µl 
0,0125 25 µl 75µl 
0,25 12,5µl 87,5µl 
0,5 - 100µl 
Num tubo de ensaio de vidro adicionou-se 100 µl de amostra ou padrão, 10 µl de uma 
solução de fenol a 20% (preparado a partir da adição de 0,4 g de fenol em 2ml de H2O) e 
250µl de ácido sulfúrico a 95 %. Para os padrões foi usada glucose (ver Tabela 4). Após 30 
minutos foram retirados 300µl de cada tubo para uma microplaca e a absorvância lida a 490 
nm num leitor de microplacas (Biotek, Synergy HT). O cálculo da concentração de hidratos 
Padrão (mg/mL) Tampão de extração  BSA (preparada em 
tampão de extração) 
0 1000 µl - 
0,25 500 µl 500 µl do padrão 0.5 mg/mL 
0,5 500 µl 500 µl do padrão 1 mg/mL 
1,0 290 710 µl do padrão 1.4 mg/mL 
1,4 7 mg de BSA em 5 mL de tampão de extração 
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de carbono foi feito através da reta de calibração e os valores expressos em µg de hidratos 
de carbono por milhão de células. 
2.2.6 Determinação da carbonilação proteica 
O protocolo usado para a determinação da oxidação proteica é baseado na metodologia 
descrita por Mesquita et al. (2014). Numa microplaca foram adicionados 100 µl de amostra 
e 100 µl de 2,4-dinitrophenylhydrazina (DNPH) a 10 mM (preparada em 0,5 M H3PO4) e 
incubada 10 minutos à temperatura ambiente. De seguida adicionou-se 50 µl de NaOH (6M) 
e procedeu-se a novo período de incubação (10 minutos à temperatura ambiente). No fim 
deste período a absorvância foi medida a 450 nm num leitor de microplacas (Biotek, Synergy 
HT). O cálculo dos níveis de oxidação proteica foi feito recorrendo ao coeficiente de 
extinção molar do DNPH (22000 mol⁻¹ cm⁻¹) usando como branco 100 µl de tampão de 
extração. Os valores foram expressos em µmoles de grupos carbonilo por milhão de células. 
2.2.7 Determinação da atividade da cadeia transportadora de eletrões 
A atividade da cadeia transportadora de eletrões foi medida usando o método inicialmente 
desenvolvido por King and Packard (1975). Para uma microplaca foram pipetados 50 µl de 
amostra, seguida da adição ordenada de: 69 µl de tampão BSS (0,13 M Tris-HCl, 0,3% (v/v) 
Triton X-100, pH 8,5), 35,7 µl de NAD(P)H (1,7 mM NADH e 250 µM NADPH) e 71,4 µl 
de INT (p-IodoNitroTetrazolium 8 mM). A adição do INT deve ser feita rapidamente e a 
absorvância começada a ler de imediato (tempo zero) a 490 nm e a intervalos de 25 segundos 
durante 10 minutos. O cálculo da atividade da ETS foi feito recorrendo ao coeficiente de 
extinção molar do formazan (15900 mol⁻¹ cm⁻¹), usando um intervalo de tempo em que se 
observou linearidade da reação. Os valores foram expressos em µmoles de formazan por 
milhão de células. 
2.2.8 Determinação peroxidação lipídica (LPO) 
Os níveis de LPO foram determinados pela medição da quantidade de equivalentes de 
malondialdeido (MDA), tal como descrito por Ohkawa et al. (1979). A biomassa recolhida 
foi ressuspendida em 500 µl de TCA (ácido tricloroacético a 20%) e sonicada durante 20 
segundos de modo a lisar as células. O extrato foi centrifugado durante 10 minutos a 3000 
rpm a 4⁰ C. Em microtubos adicionaram-se 150 µl de amostra, 150 µl de TBA (0,5% em 
20% de TCA) e 112,5 µl de TCA (20%). O branco foi feito substituindo a amostra por 150 
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µl de TCA (20%). De seguida os microtubos, que foram furados com uma agulha, foram 
incubados a 96⁰ C durante 25 minutos. No fim deste tempo foram transferidos para gelo. 
Depois de arrefecidos o conteúdo dos microtubos foi transferido para uma microplaca e a 
absorvância lida a 532 nm num leitor de microplacas (Biotek, Synergy HT). O cálculo da 
concentração dos equivalentes de MDA foi feito usando o seu coeficiente de extinção molar 
(156000 mol⁻¹ cm⁻¹). Os resultados foram expressos em µmol de equivalentes de MDA por 
milhão de células. 
2.2.9 Tratamento estatístico dos resultados 
A análise da significância do crescimento assim como de todos os parâmetros bioquímicos 
estudados neste trabalho foi feita com o programa informático PRIMER V6 & 
PERMANOVA. No caso do crescimento a hipótese nula testada foi: Não há diferença 
significativas no crescimento (nº de células /ml) às diferentes temperaturas testadas, sendo 
esta análise feita para todos os dias em que se procedeu à contagem do número de células. 
A hipótese nula testada para os parâmetros bioquímicos realizados foi: Não há diferenças 
significativas entre as diferentes temperaturas e dias de crescimento testados. Os 
pseudovalores de F nos main tests foram avaliados em termos de significância (p ≤ 0,05) 
entre as diferentes temperaturas e dias de cultivo. 
 Resultados  
2.3.1 Crescimento  
As curvas de crescimento das diatomáceas sujeitas a diferentes temperaturas encontram-se 
representadas na Figura 3. A temperatura a que habitualmente as microalgas em geral, e as 
diatomáceas em particular, são cultivadas em laboratório ronda os 20º C, pelo que se 
considerou esta como a temperatura de controlo no teste dos efeitos deste parâmetro. 
Fazendo uma análise das curvas de crescimento a 20º C para as duas espécies observou-se 
que estas não seguem um padrão tipicamente sigmóide descrito para o crescimento de 
microrganismos. Observa-se que a fase de arranque ou fase lag tem uma duração de cerca 
de três dias para os dois taxa. A fase de crescimento mais acelerado ou fase exponencial ou 
ainda fase log atinge o seu pico máximo aos 7 dias de cultura quer para N. palea quer para 
N. communis.  
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A fase estacionária é curta no tempo (entre os dias 7 e 9), ocorrendo uma transição brusca 
desta para a fase de declínio. Entre o nono e o décimo quarto dia as duas espécies entram 
claramente em declínio com uma diminuição acentuada do número de células. 
 
 
Figura 3: Curvas de crescimento (número de células por ml de meio de cultura) de N. palea 
(A) e N. communis (B) a 20, 30, 33 e 35° C. 
 
Observa-se que em N. palea (Figura 3-A) a temperatura ótima de crescimento se encontra 
por volta de 30º C (atinge o maior número de células no pico da fase exponencial). As 
diferenças mais significativas entre a curva à temperatura de controlo (20º C) e à temperatura 
de 30º C é um crescimento mais acelerado durante a fase exponencial atingindo um maior 
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número de células, isto é, nos dias 5 e 7 o numero de células é significativamente mais 
elevado a 30º C em relação a 20º C (Tabela 5). No entanto, a 30º C a fase estacionária está 
ausente passando diretamente para a fase de declínio, primeiro mais lento (entre 7 e 9 dias) 
e depois mais acentuado (9 e 11 dias). Comparativamente à temperatura de 20º C a fase de 
declínio é antecipada cerca de dois dias. A 33º C o pico da fase exponencial é atingido mais 
rapidamente (aos 5 dias), no entanto, o número máximo de células é significativamente 
inferior (p=0,01), sensivelmente metade (cerca de 225000 células/ml) ao atingido à 
temperatura ótima de 30º C (cerca de 450000 células/ml) e cerca de um terço menor que o 
número de células atingido à temperatura de 20º C. A esta temperatura (33º C) a fase de 
declínio é ainda mais cedo, começando logo após os 5 dias (densidade máxima). 
Em N. communis (Figura 3-B) a fase lag tem uma duração de cerca de 5 dias aos 20º C, e 
está ausente a 30º C. A temperatura ótima de crescimento será próxima de 20º C sendo o 
crescimento a 30º C inibido, isto apesar de nos dias 3 e 5 o número de células a 30º C ser 
significativamente mais elevado (Tabela 6, pp. 23). Em ambas as temperaturas onde se 
verificou crescimento (20 e 30º C) o pico da fase exponencial foi atingido aos 7 dias. Para 
as duas temperaturas e a partir do dia 7 observa-se uma fase de declínio sem ocorrência de 
uma fase de estabilização. A 33 e 35º C não se observa crescimento. 
Conforme observado nas curvas de crescimento de N. palea e N. communis a 20 e 30º C o 
final da fase exponencial ocorre por volta do dia 7. Os resultados seguintes (parâmetros 
bioquímicos) apenas foram determinados às temperaturas onde foi verificado crescimento 
(20, 30 e 33º C para N. palea e 20 e 30º C para N. communis).  
 
Tabela 5: Valores de p da análise estatística do crescimento de N. palea a 20, 30, 33 e 35° C, nos 
dias 3, 5, 7, 9, 11 e 14 de cultivo, com o programa informático PRIMER V6 & PERMANOVA, (p ≤ 
0,05 indica diferenças significativas). 
Dia de 
cultura  
Comparação entre as 
temperaturas de cultivo   
    
 20-30° C 20-33° C 20-35° C 30-33° C 30-35° C 33-35° C 
3 0,084 0,034 0,794 0,546 0,07 0,024 
5 0,452 0,086 0,025 0,33 0,067 0,024 
7 0,018 0,061 0,001 0,01 0,001 0,025 
9 0,332 0,008 0,001 0,007 0,001 0,012 
11 0,058 0,005 0,001 0,34 0,13 0,031 
14 0,051 0,018 0,004 0,511 0,033 0,016 
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Tabela 6: Valores de p da análise estatística do crescimento de N. communis a 20, 30, 33 e 35° C, 
nos dias 3, 5, 7, 9, 11 e 14 de cultivo, com o programa informático PRIMER V6 & PERMANOVA, 
(p ≤ 0,05 indica diferenças significativas). 
Dia de 
cultura  
Comparação entre as 
temperaturas de cultivo    
   
 20-30° C 20-33° C 20-35° C 30-33° C 30-35° C 33-35° C 
3 0,045 0,012 0,025 0,029 0,031 0,555 
5 0,001 0,001 0,001 0,005 0,003 0,841 
7 0,108 0,001 0,001 0,007 0,007 0,005 
9 0,065 0,001 0,001 0,002 0,003 0,519 
11 0,217 0,002 0,003 0,006 0,011 0,089 
14 0,163 0,002 0,002 0,011 0,019 0,054 
 
2.3.2 Lípidos  
2.3.2.1 Lípidos totais  
O teor de lípidos totais em N. palea e N. communis, cultivadas a diferentes temperaturas, foi 
determinado para cada uma das espécies a diferentes tempos de crescimento, nomeadamente, 
ao 7º, 11º e 14º dias de cultivo (Figura 4). 
  
Figura 4: Conteúdo em lípidos totais (µg 10⁶ células⁻¹) de N. palea (A) cultivada a 20, 30 e 
33⁰ C e N. communis (B) cultivada a 20 e 30⁰ C, em três dias de colheita diferentes (7, 11 e 14). Os 
níveis de significância (PERMANOVA, p ≤ 0,05) entre cada condição são dados por letras, de a-e 
em N. palea e de a-c em N. communis. 
Os nossos resultados mostram que em N. palea o aumento da temperatura de cultivo de 20 
para 30 e 33⁰ C promove o aumento do conteúdo lipídico. Esta tendência também se verifica 
ao longo do tempo. No dia 7 ocorre um aumento significativo entre 20 e 33⁰ C, no dia 11 
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entre 20⁰ C e as duas temperaturas mais elevadas (30 e 33⁰ C) e no dia 14 o aumento 
significativo do conteúdo lipídico é visível entre todas as temperaturas testadas.  
Em N. communis o aumento da temperatura de 20 para 30⁰ C apenas promoveu o aumento 
significativo do conteúdo lipídico no dia 11. Em relação à influência do tempo, observa-se 
um aumento significativo a 20⁰ C nos dias 11 e 14 em relação ao dia 7, mas a 30º C esse 
aumento só é visível no dia 11, sendo que aos 14 dias o conteúdo lipídico é idêntico aos 7 
dias a 30 e a 20º C. 
2.3.2.2 Gotas lipídicas  
É possível observar as gotas lipídicas circulares e refringentes nas células das duas espécies 
de diatomáceas em todas as condições (Figura 5). Observa-se uma tendência geral para a 
ocorrência de gotas lipídicas mais volumosas a temperaturas mais elevadas e à medida que 
a cultura vai envelhecendo.  
 
Figura 5: Fotografias ao microscópio ótico Zeiss Axioplan 2 Imaging equipado com Contraste 
de Interferência Diferencial (DIC) e com Câmara digital Olympus (DP70) de N. palea (A) e N. 
communis (B) nas diferentes condições de temperatura e tempo de cultivo. 
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2.3.3 Proteínas totais 
 
Em N. palea as proteínas totais (Figura 6-A) mostram um aumento significativo no conteúdo 
proteico com o aumento de temperatura e do tempo de cultura. Os conteúdos proteicos são 
de um modo geral mais elevados a 30 e a 33º C comparativamente a 20º C, no entanto os 
aumentos nem sempre são estatisticamente significativos. Nesta espécie verificou-se o 
aumento do conteúdo proteico com o envelhecimento das culturas. No dia 7 o conteúdo 
proteico é significativamente mais elevado a 30º C relativamente a 20º C, mas a 33º C os 
valores são idênticos a 20º C. Nos dias 11 e 14 os valores são significativamente diferentes 
entre as três temperaturas testadas.  
Em N. communis (Figura 6-B) nota-se uma tendência para o aumento proteínas totais de 20⁰ 
C para 30⁰ C. Este aumento é significativo para o dia 7. No dia 11 os valores entre as duas 
temperaturas são idênticos e no dia 14 embora o conteúdo proteico seja maior a 30º C a 
diferença não é significativa relativamente a 20⁰ C.  
 
  
Figura 6: Conteúdo total de proteínas (µg 10⁶  células⁻ ¹) de N. palea (A) cultivada a 20, 30 e 
33⁰  C e N. communis (B) cultivada a 20 e 30⁰  C, em três dias de colheita diferentes (7, 11 e 14). 
Os níveis de significância (PERMANOVA, p ≤ 0.05) entre cada condição experimental estão 
representados por letras, a-c em N. palea e a e b em N. communis. 
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2.3.4 Hidratos de carbono totais  
 
Os resultados da quantificação dos hidratos de carbono totais para a N. palea (Figura 7-A) 
mostram que a temperaturas mais elevadas (30⁰ C e 33⁰ C) o conteúdo em hidratos de 
carbono é significativamente mais elevado do que a 20⁰ C, especialmente para os dias 11 e 
14. A 20⁰ C o conteúdo em hidratos de carbono aumenta com o tempo de cultura, sendo 
significativa a diferença entre os dias 7/11 e 14. A 30 e 33⁰ C há um aumento significativo 
nos dias 11 e 14 em relação ao dia 7, mas o conteúdo em hidratos de carbono aos dias 11 e 
14 é semelhante. 
Em N. communis (Figura 7-B) também se observa que o aumento da temperatura de 20 para 
30º C promove o aumento dos hidratos de carbono totais em todos os tempos de cultivo. 
Nota-se ainda que o tempo de cultivo não provocou um efeito evidente no conteúdo em 
hidratos de carbono nesta espécie, embora a 20º C as culturas com 7 dias tenham 
significativamente menos hidratos de carbono do que as crescidas 11 e 14 dias.  
 
 
Figura 7: Conteúdo total de Hidratos de carbono (µg 10⁶ células⁻¹) de N. palea (A) cultivada a 
20, 30 e 33⁰ C e N. communis (B) cultivada a 20 e 30⁰ C, em três dias de colheita diferentes (7, 11 e 
14). Os níveis de significância (PERMANOVA, p ≤ 0.05) entre cada condição experimental estão 
representados por letras, a-d em N. palea e a-c em N. communis. 
 
2.3.5 Peroxidação lipídica  
Em N. palea (Figura 8-A), os níveis de peroxidação lipídica são bastante mais elevadas a 
33º C do que a 20 e a 30º C. Os níveis de peroxidação lipídica a 20 e a 30º C são idênticos. 
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A estas duas temperaturas a peroxidação lipídica é mais elevada no dia 11 relativamente aos 
outros dois períodos de crescimento (7 e 14 dias). A 33º C ocorre aumento da peroxidação 
lipídica com o tempo de cultura, embora entre os dias 11 e 14 a diferença não seja 
significativa. 
Em N. communis (Figura 8-B) por seu lado verifica-se que o cultivo a 30⁰ C promove a 
peroxidação lipídica nos três períodos de cultivo, notando-se ainda que nos dias 11 e 14 há 
um aumento significativo em relação ao dia 7. 
 
 
2.3.6 Carbonilação proteica  
A Figura 9 mostra a influência de temperatura e tempo de cultivo nos níveis de carbonilação 
proteica de N. palea (A) e N. communis (B).  
Em N. palea (Figura 9-A) os níveis de oxidação das proteínas aumentam com a temperatura 
e o tempo de cultura. No dia 7 ocorre um aumento significativo a 30⁰ C em relação a 20 e 
33⁰ C. No dia 11 este parâmetro aumentou significativamente entre todas as temperaturas 
testadas. No dia 14 este aumento é significativo a 30 e 33⁰ C comparando com 20ºC. Nas 
três temperaturas de cultivo a carbonilação das proteínas é mais elevada no dia 14 em relação 
  
Figura 8: Peroxidação lipídica, expressa µmol de equivalentes de MDA por milhão de 
células, de N. palea (A) cultivada a 20, 30 e 33⁰  C e N. communis (B) cultivada a 20 e 30⁰  C, em 
três dias de colheita diferentes (7, 11 e 14). Os níveis de significância (PERMANOVA, p ≤ 0.05) 
entre cada condição experimental estão representados por letras, a-e em N. palea e a-d em N. 
communis 
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aos dias 7 e 11 e apenas a 33º C ocorrem diferenças significativas entre todos os tempos de 
cultura.  
Em N. communis (Figura 9-B) à temperatura mais elevada (30º C) os níveis de oxidação 
proteica são significativamente superiores nos dias 7 e 14. A 20º C os valores de peroxidação 
proteica são significativamente mais elevados nos dias 11 e 14. A 30º C os valores entre os 
três dias de cultura são semelhantes. 
 
  
Figura 9: Carbonilação proteíca, expressa µmol grupos carbonilo por milhão de células, de N. 
palea (A) cultivada a 20, 30 e 33⁰  C e N. communis (B) cultivada a 20 e 30⁰  C, em três dias de 
colheita diferentes (7, 11 e 14). Os níveis de significância (PERMANOVA, p ≤ 0.05) entre cada 
condição experimental estão representados por letras, a-e em N. palea e a-c em N. communis 
 
2.3.7 Atividade do sistema transportador de eletrões (ETS) 
A Figura 10 mostra a influência de temperatura e tempo de cultivo nos valores de atividade 
do sistema de transporte de eletrões de N. palea (Figura 10-A) e N. communis (Figura 10-
B).  
Em N. palea (Figura 10-A) a temperatura apenas tem influência no ETS no dia 11. Nota-se 
níveis significativamente superiores de ETS no cultivo a 33º C no dia 11. O tempo de cultura 
influenciou de forma positiva o ETS em todas as temperaturas, embora apenas a 20 e a 33º 
C as diferenças sejam significativas.  
Em N. communis (Figura 10-B) observa-se que a temperatura teve influência significativa 
no ETS, aumentando de forma significativa de 20 para 30⁰  C. O aumento do ETS em relação 
ao tempo de cultura não mostra uma tendência definida. A 20º C não há diferenças 
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significativas entre tempos de cultura. A 30º C os valores são idênticos entre os dias 7 e 14 
e menores ao dia 11. 
  
Figura 10: Atividade da cadeia transportadora de eletrões, expressa µmol minuto⁻ ¹ por milhão 
de células, de N. palea (A) cultivada a 20, 30 e 33⁰  C e N. communis (B) cultivada a 20 e 30⁰  C, 
em três dias de colheita diferentes (7, 11 e 14). Os níveis de significância (PERMANOVA, p ≤ 0.05) 
entre cada condição experimental estão representados por letras, a-d em N. palea e N. communis. 
 Discussão  
Os resultados obtidos apontam para uma temperatura ótima de crescimento da N. palea 
próxima aos 30⁰ C, tal como relatado por Opute (1974) em estudos com esta espécie. Já para 
N. communis a temperatura ótima de crescimento evidenciada pelos nossos resultados 
encontra-se por volta dos 20⁰ C. Em trabalhos realizados com N. communis (Dempster & 
Sommerfeld 1998) os resultados são comparáveis, demonstrando que a temperatura ótima 
de crescimento desta espécie se encontra por volta de 30⁰ C, embora na gama de 
temperaturas dos 20 aos 30º C mostre taxas relativamente altas de crescimento. 
 Da análise do crescimento e dos parâmetros bioquímicos analisados nas duas espécies de 
diatomáceas aqui estudadas (N. palea e N. communis) observamos que de uma forma geral, 
o cultivo a temperaturas acima da temperatura ótima de crescimento promove o aumento do 
conteúdo celular em lípidos, proteínas e hidratos de carbono.  
Nestas espécies os marcadores de danos oxidativos, como a peroxidação lipídica e 
carbonilação proteica aumentam com o cultivo a temperaturas acima da temperatura ótima 
de crescimento.  
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No que concerne ao conteúdo em lípidos e especificamente em N. palea Opute (1974b) 
obteve resultados idênticos, observando que a produção máxima de lípidos ocorre a uma 
temperatura superior à temperatura ótima de crescimento, tal como também observado em 
Nannochloropsis spp. (Converti et al. 2009, Van Wagenen et al. 2012) em Rhodomonas sp. 
e Cryptomonas sp. (Renaud et al. 2002) e Isochrysis spp. (Renaud et al. 1995; Zhu et al. 
1997). Porém os resultados de inúmeros estudos com outras espécies de microalgas, 
nomeadamente diatomáceas, não demonstram este padrão. Em algumas espécies a produção 
máxima de lípidos ocorre à temperatura ótima de crescimento, como é o caso da Navicula 
saprophila (Sriharan et al. 1989), Nitzschia communis (Dempster & Sommerfeld 1998), 
Fragilaria capucina (Chaffin et al. 2012) e Amphora subacutiuscula (Wah et al. 2015). 
Havendo espécies de diatomáceas onde o aumento do conteúdo lipídico é estimulado pelo 
cultivo abaixo da temperatura ótima de crescimento, como são os casos de Chaetoceros spp. 
(Renaud et al. 2002; de Castro Araújo & Garcia 2005) e Nitzschia spp. (Renaud et al. 1995). 
A indução da produção de lípidos em condições de stresse é provocada sobretudo pelo 
aumento da produção TAG (Solovchenko 2012), que são armazenados em corpos lipídicos 
no citosol (Hu et al. 2008). Este facto é demostrado no presente trabalho onde se verifica o 
progressivo aumento das gotas lipídicas com a temperatura e o tempo de cultura nas duas 
espécies. Tal como acontece com as nossas duas espécies a indução na produção de lípidos 
devido a temperaturas elevadas foi também observada em Scenedesmus (Xin et al. 2011) e 
Nitzschia laevis (Guan-Qun et al. 2008). Outras condições de stresse também promovem a 
acumulação de lípidos, sobretudo a carência de nutrientes, como é o caso de espécies de 
Chlorella; Neochloris e Scenedesmus (Breuer et al. 2012). Também Roleda et al. (2013) 
demonstraram uma forte correlação negativa entre os índices de crescimento e acumulação 
de lípidos em seis espécies de microalgas, nomeadamente nas diatomáceas Thalassiosira 
pseudonana e Odontella aurita. O aumento dos lípidos totais a temperaturas elevadas, 
evidenciado neste trabalho, coincide, de uma forma geral, com os maiores valores de 
peroxidação lipídica e carbonilação proteica. Estes dois parâmetros são marcadores de danos 
oxidativos provocados pelo aumento de ROS. A produção de ROS nas mitocôndrias, 
cloroplastos e peroxissomas é um processo normal que aumenta em condições de stresse 
(Gill & Tuteja 2010). Em N. communis é clara uma correlação negativa entre os níveis de 
stresse, medido indiretamente pela medição da peroxidação lipídica e carbonilação proteico, 
e o crescimento. Á luz dos nossos resultados podemos afirmar que esta espécie quando 
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cultivada a 30º C está em stresse oxidativo provocado por temperatura de cultivo elevada. 
Em N. palea esta correlação não é tão evidente, sobretudo porque os níveis de carbonilação 
proteica são relativamente elevados a 30º C (que é a temperatura onde se observa melhor 
crescimento). Contudo se analisarmos os níveis de peroxidação lipídica desta espécie 
notamos que a 33º C (temperatura à qual o crescimento é fortemente inibido) há a tendência 
para níveis mais elevados, sobretudo nas fases mais avançadas do crescimento (dias 11 e 
14), o que mostra que nestas condições esta espécie se encontra em stresse oxidativo devido 
a temperatura de cultivo demasiado elevada. Tal como neste trabalho, estudos com a 
levedura Saccharomyces cerevisiae (Davidson & Schiestl 2001) mostram que o stresse 
promovido por temperatura elevada leva ao desenvolvimento de stresse oxidativo. Nestas 
condições níveis elevados de stresse oxidativo podem ser originados pelo aumento da 
atividade do sistema transportador de eletrões das mitocôndrias, levando á sobreprodução 
de ROS (Davidson & Schiestl 2001; Gill & Tuteja 2010). Em N. communis o aumento dos 
níveis de ROS é também acompanhado pelo aumento da ETS.  
O aumento do conteúdo lipídico, nomeadamente em TAGs, em condições de stresse em que 
o crescimento é inibido é explicada pela diminuição da produção de lípidos estruturais 
polares em detrimento da maior produção de lípidos de reserva (Hu et al. 2008). O aumento 
do conteúdo lipídico nas microalgas, nomeadamente diatomáceas, tem sido mostrado em 
várias condições de stresse como carência de nutrientes, em estudos com espécies de 
Nitzschia (Opute 1974; Dempster & Sommerfeld 1998), Chaetoceros, Thalassiosira e 
Odontella (Roleda et al. 2013) e luminosidade elevada em estudos com Thalassiosira 
pseudonana (Sharma et al. 2012) e Nitzschia closterium (Orcutt & Patterson 1974). O 
aumento da produção de lípidos de reserva em condições de stresse tem sido relatado como 
sendo uma estratégia das células para consumirem o excesso de foto-assimilados evitando a 
sobreprodução de ROS para se proteger dos seus danos, isto para além de servirem de reserva 
de energia (Hu et al. 2008; Gill & Tuteja 2010; Sharma et al. 2012)    
O aumento das proteínas totais a temperaturas elevadas é observado principalmente em N. 
palea, já que em N. communis apenas se observa uma tendência. Estes resultados estão em 
desacordo com vários estudos feitos com outras espécies de microalgas, nomeadamente em 
Pavlova lutheri (Thompson & Harrison 1992; Carvalho et al. 2009), Spirulina spp. (De 
Oliveira et al. 1999; Rafiqul et al. 2003), Chlamydomonas sp., Chlorella spp. e 
Klebsormidium sp. (Teoh et al. 2004), em espécies tropicais dos géneros Isochrysis, 
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Rhodomonas e Cryptomonas (Renaud et al. 2002) e em Isochrysis galbana e Dunaliella 
tertiolecta (Thompson & Harrison 1992), onde se mostrou que o aumento da temperatura 
promove a diminuição do conteúdo proteico. Nestes casos a diminuição dos índices de 
crescimento promovem a diminuição da produção de proteínas e lípidos estruturais em 
detrimento do aumento dos lípidos de reserva. Por outro lado os nossos resultados são 
apoiados por outros estudos em outras espécies de microalgas, nomeadamente diatomáceas 
dos géneros Chaetoceros (Renaud et al. 2002) e Navicula (Teoh et al. 2004) onde se observa 
que a quantidade de proteínas é mais elevada a temperaturas elevadas. Os trabalhos de 
Sayegh & Montagnes (2011) com Isochrysis sp. e Nannochloropsis sp também estão em 
consonância com os nossos resultados, já que a produção de proteínas é mais elevada em 
temperaturas não ótimas para o crescimento, como mostram os resultados com N. palea no 
dia 11, onde a produção máxima de proteínas é a 33º C, e em N. communis no dia 7 quando 
cultivada a 30º C. Para o aumento das proteínas totais a temperaturas não ótimas pode 
certamente contribuir o aumento de proteínas associadas a mecanismos de tolerância ao 
stresse, como sejam enzimas antioxidantes superóxido desmutase (SOD), catalase (CAT), 
glutationa redutase (GR) e a glutationa peroxidase (GPx) (Apel & Hirt 2004). O aumento do 
conteúdo proteico tem sido associado ao aumento destas enzimas em diversas condições de 
stresse (Apel & Hirt 2004). Tal é observado, por exemplo, em N. palea sob stresse provocado 
por metais pesados (Santos et al. 2016; Branco et al. 2010). Em Chaetoceros sp (Renaud et 
al. 2002) e Navicula sp. (Teoh et al. 2004) a temperaturas de cultivo sub-ótimas  
(respetivamente 33 e 20º C) também se observa a manutenção de níveis relativamente 
elevados de proteínas.  Tal como em diversas espécies de plantas quando sujeitas a 
temperaturas muito altas (Suzuki & Mittler 2006). O facto de ocorrer diferenças entre 
espécies na indução de mecanismos de tolerância ao stresse pode explicar as diferenças de 
variação no conteúdo proteico para várias espécies.  
Em ambas as espécies aqui estudadas ocorre o aumento do conteúdo em hidratos de carbono 
às temperaturas de cultivo mais elevadas, não ótimas para o crescimento. O aumento do 
conteúdo em hidratos de carbono a temperaturas elevadas é também observado em estudos 
com Spirulina spp (De Oliveira et al. 1999; Rafiqul et al. 2003). Em ambas as espécies aqui 
estudadas o aumento do conteúdo em hidratos de carbono ocorre em condições de stresse 
oxidativo. Este aumento é explicado pelo facto de em condições de stresse algumas 
microalgas armazenarem polissacarídeos, nomeadamente crisolaminarina, que é o principal 
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polissacarídeo das diatomáceas (Werner 1977). Isto é relatado em muitas espécies de plantas 
e microalgas, incluindo nas diatomáceas Odontella aurita (Xia et al. 2014) e Skeletonema 
costatum (Taraldsvik & Myklestad 2000). Outras condições de stresse, como a carência de 
azoto, tem efeito semelhante na indução da produção de hidratos de carbono, como se 
verificou em estudos com Chlorella vulgaris (Ho et al. 2013).  
Num estudo com O. aurita Xia et al. (2014) demonstraram as propriedades antioxidantes da 
crisolaminarina. A crisolaminarina destas diatomáceas é muito eficaz na eliminação de ROS. 
O aumento do conteúdo em hidratos de carbono por nós observado em N. palea e N. 
communis em condições de stresse oxidativo talvez possa também ser um mecanismo de 
proteção contra o excesso de ROS.  
Em N. palea o conteúdo em lípidos, proteínas e hidratos de carbono aumenta com o tempo 
de cultura, independentemente da temperatura de cultivo. Resultados comparáveis foram 
obtidos com Isochrysis galbana TK1 (Zhu et al. 1997), onde se verificou que o 
envelhecimento da cultura promove o aumento do conteúdo em lípidos e hidratos de 
carbono. O aumento do conteúdo em lípidos e hidratos de carbono com aumento do tempo 
de cultura é também observado em outras microalgas, incluindo diatomáceas (Fernandez-
Reiriz et al. 1989; Chiu et al. 2009). Ao longo da cultura os nutrientes, nomeadamente o 
azoto, vão sendo consumidos atingindo-se um ponto a partir do qual a sua carência promove 
o aumento da síntese de moléculas sem azoto na sua composição, como são os lípidos 
(Fernandez-Reiriz et al. 1989). Pelo contrário, no que diz respeito ao conteúdo em proteínas, 
os nossos resultados não estão em consonância com o relatado em diversas espécies, dado 
que na generalidade dos casos o conteúdo em proteínas, depois de atingir o máximo no final 
fase exponencial, tende a diminuir com o decurso do tempo de cultura (Fernandez-Reiriz et 
al. 1989; Zhu et al. 1997) e em N. palea e N. communis detetámos aumentos. Ainda assim, 
em Chaetoceros calcitrans, Phaeodactylum tricornutum, Rhodomonas sp. Fernandez-Reiriz 
et al. (1989), tal como nós, também observaram o aumento das proteínas totais com o 
aumento do tempo de cultura. 
Neste trabalho foram estabelecidas as temperaturas ótimas de crescimento para duas espécies 
de diatomáceas bênticas de água doce: cerca de 30º C para a Ntizschia palea e de 20º C para 
a Nitzschia communis. Pode concluir-se que a temperaturas e tempos de cultura superiores 
aos ótimos as células mostraram sinais de stresse oxidativo (peroxidação lipídica e 
carbonilação proteica) e verificou-se aumento na produção de lípidos, proteínas e hidratos 
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de carbono refletindo a menor utilização de energia no crescimento e o armazenamento da 
energia fixada pela fotossíntese em substâncias de reserva (acumulação de lípidos e hidratos 
de carbono) ou a utilização dessa energia na indução de mecanismos de tolerância ao stresse 
oxidativo como sejam o aumento da atividade de sistemas enzimáticos antioxidantes.  
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 Influência da temperatura e tempo de cultura na composição 
em ácidos gordos de N. palea e N. communis   
 Introdução  
É amplamente aceite que a capacidade das microalgas de se adaptarem a uma vasta gama de 
ambientes se deve em grande medida à sua capacidade de alterarem o metabolismo lipídico 
em resposta a mudanças ambientais (Cagliari et al. 2011). As microalgas sintetizam ácidos 
gordos para serem “building blocks” na formação dos mais diversos tipos de lípidos, dos 
lípidos membranares polares, com funções estruturais e de sinalização, aos lípidos neutros, 
com funções de armazenamento, como são os TAG (Cagliari et al. 2011). 
Os ácidos gordos são longas cadeias hidrocarbonadas que contêm numa das extremidades 
um grupo carboxilo (COOH) e na outra extremidade um grupo metilo (CH3). O carbono do 
grupo carboxilo é designado de carbono α ao passo que o carbono do grupo metilo é o 
carbono ω (King 2016). Os ácidos gordos que não contenham ligações duplas entre os 
carbonos da cadeia são designados saturados, como por exemplo o ácido palmítico (Figura 
11). Os que contenham duplas ligações são designados insaturados. Estes podem ser 
monoinsaturados, quando contém apenas uma ligação dupla, por exemplo o ácido oleico 
(Figura 11). Os ácidos gordos com várias duplas ligações são designados ácidos gordos 
polinsaturados (PUFAs). A nomenclatura utilizada para designar os ácidos gordos tem em 
conta o número de carbonos e o número e lugar das duplas ligações. Por exemplo o ácido 
eicosapentaenóico (Figura 11) pode ser designado de C20:5∆5, 8, 11, 14, 17, indicando o símbolo 
∆ a posição das duplas ligações em relação ao carbono α. Em alternativa os ácidos gordos 
podem ser designados em função da posição da primeira ligação dupla a contar partir do 
carbono ω. Aqui o mesmo ácido eicosapentaenóico é representado por C20:5ω-3. (Rustan & 
Drevon 2005; King 2016)  
A síntese de novo de ácidos gordos é o processo através do qual são produzidos ácidos gordos 
a partir de acetyl-CoA, ao invés da sua produção a partir de um ácido gordo precursor. A 
síntese de novo dos ácidos palmítico (C16:0) e esteárico (C18:0) e a dessaturação do ácido 
esteárico a oleico ocorrem nos cloroplastos. Os processos de alongamento e dessaturação na 
formação de outros ácidos gordos ocorre no retículo endoplasmático (Cagliari et al. 2011). 
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Os ácidos gordos identificados em diatomáceas incluem ácidos gordos saturados, mono e 
polinsaturados que vão desde o ácido laurico (C12:0), ao ácido lignocérico (C24:0), sendo 
que nesta gama o ácido mirístico (C14:0), o ácido palmítico (C16:0), o ácido palmitoleico 
(C16:1) e o ω-3 ácido eicosapentanóico (C20:5) são dos mais abundante (Chen 2012). 
Algumas espécies contêm também quantidades significativas do ácido docosahexaenóico 
(C22:6), e de outros ómega-3 e 6 (Chen 2012). 
Nomenclatura 
utilizada 
Nome comum e estrutura dos ácido gordos  
 
 
C16:0 
Ácido palmítico  
 
 
 
 
C18:1̇∆9 /C18:1ω9 
Ácido oleico (Ómega-9)  
 
 
 
 
C20:5∆5, 8, 11, 14, 17/ 
C20:5ω3 
Ácido eicosapentaenóico (Ómega-3) 
 
  
 
Figura 11: Sistemas de nomenclatura e estrutura de alguns dos ácidos gordos que podemos 
encontrar nas microalgas. Adaptado de King (2016). 
Trabalhos em diatomáceas do género Nitzschia mostram uma tendência para a 
predominância dos ácidos gordos C14:0, C16:0, C16:1 e C20:5, sendo que os ácidos gordos 
C18:1, C18:2, C18:3 e C20:4 estão normalmente presentes mas em menores quantidades 
ω 
ω 
ω 
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(Opute 1974; Chu et al. 1994; Renaud et al. 1995), com uma predominância de ácidos gordos 
saturados (Chu et al. 1994). Nas diatomáceas Nitzschia palea, Navicula muralis e Navicula 
incerta destacaram-se os ácidos gordos em C14, C16, e C20 tanto saturados como 
insaturados, sendo que os ácidos gordos em C18 foram encontrados em quantidades 
vestigiais (Opute 1974a). Os ácidos gordos encontrados em quantidades mais significativas 
nestas espécies foram o palmitoleico (16:1), o palmítico (16:0) e o eicosepentaenóico (20:5), 
podendo ser encontrados também em quantidades menores os ácidos mirístico (C14:0), 
esteárico (C18:0) e linolénico (C18:3). Em Nitzschia conspicua observa-se também que os 
ácidos gordos mais abundantes são os C16:0 e C16:1 (Chu et al. 1994). 
Também a espécie Skeletonema costatum investigada por Berge et al. (1995) mostra uma 
constituição lipídica semelhante. Destaca-se aqui a tendência para esta espécie produzir 
percentagens elevadas de ácidos gordos polinsaturados (PUFAs), nomeadamente os ω-3 de 
elevado interesse biotecnológico como são o ácido eicosapentaenóico (EPA) e ácido 
docosahexaenóico (DHA) (Berge et al. 1995).  
O metabolismo lipídico das microalgas é fortemente afetado por condições ambientais como 
luminosidade, nutrientes, temperatura, pH ou salinidade. De entre estes a temperatura tem 
sido considerada como o fator que mais influência tem na composição em ácidos gordos nas 
microalgas (Hu et al. 2008). A alteração no perfil em ácidos gordos permite à célula adaptar 
as propriedades das membranas, e como consequência, a sua permeabilidade é regulada 
controlando processos como a fotossíntese e a respiração (Hu et al. 2008). Tal como revisto 
por Hu et al. (2008) geralmente a diminuição da temperatura promove a predominância de 
ácidos gordos insaturados ao passo que o cultivo a temperaturas mais elevadas está associado 
à maior produção de ácidos gordos saturados. Esta tendência tem sido observada em diversas 
espécies de microalgas por exemplo Pavlova lutheri, Synechococcus lividus, Synechocystis 
sp., Scenedesmus sp. e Isochrysis galbana (Fork et al. 1979; Wada & Murata 1990; 
Tatsuzawa & Takizawa 1995; Zhu et al. 1997; Xin et al. 2011).  Devido à sua geometria os 
ácidos gordos insaturados (com pelo menos uma dupla ligação) não podem estar densamente 
“empacotados” na membrana, ao contrário dos ácidos gordos saturados. A fluidez das 
membranas é assim controlada pela composição em ácidos gordos, sendo tanto maior quanto 
maior os níveis de insaturação. Quando as microalgas são sujeitas a temperaturas 
relativamente baixas ocorre maior produção de ácidos gordos insaturados. Quando as células 
são sujeitas a temperaturas altas ocorre maior produção de ácidos gordos saturados (Hu et 
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al. 2008). Os níveis de saturação são controlados pela atividade de dessaturases, cuja 
atividade, normalmente, aumenta a baixas temperaturas (Morgan-Kiss et al. 2006). O 
comprimento da cadeia dos ácidos gordos também é controlado por enzimas, designadas de 
elongases (Guschina & Harwood 2006). Em geral observa-se a diminuição da atividade 
destas enzimas a temperaturas elevadas (Renaud et al. 2002). Normalmente a baixas 
temperaturas de crescimento ocorre o aumento da atividade das enzimas dessaturases e 
elongases e a produção de ácidos gordos polinsaturados é promovida (Figura 12) (Renaud 
et al. 2002; Guschina & Harwood 2006). 
 
 
Figura 12: Biossíntese de ácido eicosapentaenóico (EPA) adaptado de Guschina & Harwood 
(2006). 
Outro fator que pode ter influência na composição em ácidos gordos nas microalgas é o 
tempo de crescimento (Fernandez-Reiriz et al. 1989; Brown et al. 1996; Ying & Kang-sen 
2001). À medida que a cultura vai envelhecendo a diminuição da concentração dos nutrientes 
e acumulação de metabolitos no meio afetam o metabolismo da célula, incluindo a produção 
de ácidos gordos (Fernandez-Reiriz et al. 1989). 
Em microalgas que produzem e armazenam triglicerídeos (TAGs) em grandes quantidades, 
como aliás acontece nas duas espécies aqui estudadas, a influência da temperatura no perfil 
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em ácidos gordos não é nos ácidos gordos membranares uma vez que estes perfazem uma 
pequena parte dos lípidos celulares. A grande percentagem dos ácidos gordos totais são 
TAGs armazenados em corpos lipídicos no citosol. Estes TAGs possuem maior percentagem 
de ácidos gordos saturados e monoinsaturados, uma vez que do ponto de vista do 
armazenamento de energia são mais adequados, já que no seu catabolismo ocorre maior 
produção de energia (ATP) (Solovchenko 2012). Normalmente em espécies que acumulam 
grandes quantidades de TAGs o conteúdo em PUFA é relativamente baixo (Solovchenko 
2012).  
A síntese dos ácidos gordos tem lugar nos cloroplastos onde processos envolvendo 
condensações sequenciais de malonyl-ACP em derivados de acyl-ACP numa reação 
catalisada por diferentes formas das sintases de ácidos gordos. Os produtos finais destes 
ciclos de alongamento são o 16:0-ACP e o 18:0-ACP (Force et al. 2004). 
 Materiais e métodos  
3.2.1 Obtenção de biomassa e extração dos lípidos totais  
Toda a metodologia de cultivo e recolha da biomassa das espécies em estudo assim como da 
extração dos lípidos está descrita nos materiais e métodos do capítulo 2 nas secções 2.2.1, 
2.2.2 e 2.2.3 
3.2.2 Derivatização e análise dos ácidos gordos por cromatografia gasosa 
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) 
Para a análise dos ácidos gordos dos lípidos extraídos recorreu-se à cromatografia gasosa 
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).Um volume específico de cada extrato, 
correspondente a 15 µg de lípido, foi colocado em tubos PYREX lavados com n-hexano, e 
seco em corrente de azoto. De seguida foi adicionado a cada tubo 1 ml de n-hexano e 200 µl 
de KOH (2M) em MeOH e agitou-se no vortex durante 2 minutos. Depois disto adicionou-
se 2 ml de uma solução saturada de NaCl, agitou-se e centrifugou-se a 2000 rpm durante 5 
minutos. No final da centrifugação observa-se a formação de duas fases, bem delimitadas 
pelo sal. A fase orgânica, que contém os ácidos gordos no n-hexano (fase de cima), foi 
retirada para um microtubo previamente lavado com n-hexano. Os microtubos foram de 
seguida secos em corrente de azoto. Este extrato foi mais tarde ressuspendido em 30 µl de 
n-hexano e 1 µl foi injetado com microseringa na coluna de GC-MS. A GC-MS utilizada foi 
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uma Agilent Technologies 6890N Network (Santa Clara, CA), equipada com uma coluna 
DB-FFAP com 30 m de comprimento, 0,32 mm de diâmetro interno e 0,25 µm de espessura. 
A coluna cromatográfica está ligada a um detetor de massa Agilent 5973 Network operando 
no modo de impacto de eletrões a 70 eV. A temperatura da estufa foi programada para uma 
temperatura inicial de 40º C, esta temperatura é mantida por 30 segundos a partir dos quais 
a temperatura aumenta a 20º C/min para os 220º C seguindo-se um aumento de 2º C/min até 
aos 240º C e por fim um aumento de 5º C/min até aos 250º C. As temperaturas do detetor e 
injetor são de 220 e 230º C, respetivamente. O gás usado foi o Hélio cuja taxa de fluxo foi 
de 1.7 mL/min. A identificação e análise dos picos do espectro obtido foi conseguida usando 
o software MSDA. Os picos foram identificados pelo tempo de retenção e usando uma 
libraria padrão. De seguida os picos foram integrados para se obterem as áreas. A soma das 
áreas de todos os picos integrados corresponde a 100%. A percentagem de um determinado 
ácido gordo nos ácidos gordos totais é dada pela percentagem da área do seu pico em relação 
à área total.  
 Resultados  
3.3.1 Influência do tempo de cultura na composição em ácidos gordos de N. 
palea  
Com base nos resultados obtidos no capítulo anterior escolheu-se para testar o efeito da idade 
da cultura em N. palea apenas a temperatura de 30º C porque, das temperaturas testadas, foi 
a temperatura à qual se obteve um melhor crescimento com as culturas a atingirem o maior 
número de células por volume de meio de cultura (cerca de 450000, no dia 7), isto para além 
de ter sido a temperatura a que se verificaram os níveis mais elevados de produtividade 
lipídica, como veremos no capítulo seguinte (Figura 17, pp. 56).  
Em N. palea cultivada a 30º C, independentemente do dia de cultivo, os ácidos gordos mais 
abundantes foram o ácido palmítico (C16:0) entre 40,3 e 51,35 %, o ácido palmitoleico 
(C16:1ω7) entre 8,55 e 32,42 % e o ácido esteárico (C18:0) entre 9,56 e 26,28 %. A 
proporção de ácidos gordos monoinsaturados e polinsaturados foi significativamente mais 
elevada no dia 11. Isto deveu-se ao aumento dos ácidos gordos polinsaturados C16, C18 e 
C20 e do monoinsaturado C16:1, embora no dia 11 se verifique o aumento do C14:0 e 
diminuição do C18:1. A distribuição dos ácidos gordos nos três dias de cultura (dias 7, 11 e 
14) encontra-se representada na Tabela 7.  
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Tabela 7: Composição em ácidos gordos em percentagem em relação aos ácidos gordos totais de N. 
palea cultivada a 30° C em diferentes dias de cultivo (7, 11 e 14). Para cada ácido gordo os níveis de 
significância (PERMANOVA, p ≤ 0.05) são representados pelas letras a e b. Os desvios padrão estão 
representados entre parêntesis.*– Indica que os ácidos gordos que foram detetados com a uma 
abundância relativa inferior a 0,5%. 
Ácidos gordos    
 Dia 7 Dia 11 Dia 14 
Saturados   
C14:0 3,19a (± 0,67)
 7,01b (± 0,84) 2,44
a (± 0,87) 
C15:0 * 0,79 (± 0,32) * 
C16:0 50,32a (± 6,56) 40,30
b (± 1,59) 51,35
a (± 5,83) 
C18:0 20,35 (± 6,37) 9,56 (± 5,46) 26,28 (± 5,82) 
Total % 73,86a (± 0,86) 57,67
b (± 5,88) 80,07
a (± 10,78) 
Monoinsaturados   
C16:1 16,49a (± 7,21) 32,42
b (± 1,05) 8,55
a (± 4,24) 
C18:1 9,25a (± 7,67) 6,09
a (± 4,79) 10,78
a (± 5,94) 
Total % 25,74a (± 0,46) 38,51
b (± 5,85) 19,33
a (± 10,18) 
Polinsaturados   
C16:2 * 0,69 (± 0,03) * 
C16:3 * * * 
C18:2 * * 0,60a (± 0,6) 
C18:3 * * * 
C20:4 * 1,85 (± 1,27) * 
C20:5 * 1,26 (± 1,26) * 
Total % - 3,82b (± 0,04) 0,60
a
 (± 0,6) 
 
3.3.2 Influência da temperatura de cultivo na composição em ácidos gordos 
de N. palea   
Para o estudo do efeito da temperatura na composição em ácidos gordos de N. palea 
escolheu-se o dia 14, isto porque este é dos dias estudados o dia em que se observa maior 
produção de lípidos por milhão célula (Figura 4, pp. 23).  
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Tabela 8: Composição em ácidos gordos em percentagem em relação aos ácidos totais de N. palea 
recolhida aos 14 dias a 20, 30 e 33° C. Para cada ácido gordo os níveis de significância 
(PERMANOVA, p ≤ 0.05) são representados por letras (a-c). Os desvios padrão estão representados 
entre parêntesis.*– Indica que os ácidos gordos que foram detetados com a uma abundância relativa 
inferior a 0,5%. 
Ácidos gordos    
 20o C 30o C 33o C 
Saturados     
C14:0 1,65a (±0,19) 2,44
a (± 0,87) 9,11
b (± 1,22) 
C15:0 * * 0,71 (± 0,71) 
C16:0 48,13a (± 1,94) 51,35
a (± 5,83) 44,78
a (± 0,90) 
C18:0 40,02a (± 0,83) 26,28
b 
(± 5,82) 8,22
c (± 0,33) 
Total % 89,80a (± 2,59) 80,07
a,b (± 10,78) 62,82
b (± 2,50) 
Monoinsaturados   
C16:1 5,91a (± 1,18) 8,55
a,b (± 4,24) 14,96
b (± 4,84) 
C18:1 4,29a (± 3,76) 10,78
a,b (± 5,94) 21,17
b (± 6,94) 
Total % 10,20a (± 2,59) 19,33ª
,b (± 10,18) 36,13
b (± 2,10) 
Polinsaturados     
C18:2 * 0,60a (± 0,60) 1,05
a (± 0,40) 
Total % - 0,60a (±0,60) 1,05
a (±0,40) 
 
No dia 14 a diferentes temperaturas (20, 30 e 33º C) os ácidos gordos mais abundantes em 
N. palea foram o ácido palmítico (C16:0) com percentagens entre 44,78 e 51,35 %, o ácido 
esteárico (C18:0) entre 8,22 e 40,02 % e o ácido oleico (C18:1ω9) entre 4,29 e 21,17 % 
(Tabela 8). Observou-se que a fração de ácidos gordos monoinsaturados (C18:1ω9 e 
C16:1ω7) aumentou significativamente a 33º C, isto em detrimento da diminuição dos ácidos 
gordos saturados, nomeadamente devido a uma forte diminuição do C18:0 de 20 para 30º C 
e de 30º C para 33º C. O ácido mirístico (C14:0) aumentou significativamente a 33º C. O 
ácido linoleico (C18:2), que foi o único ácido gordo polinsaturado detetado, tende a 
aumentar às temperaturas mais elevadas. 
43 
 
3.3.3 Influência da temperatura de cultivo na composição em ácidos gordos 
de N. communis  
A composição em ácidos gordos de N. communis é idêntica à já observada em N. palea. No 
dia 11 a 20 e 30º C, os ácidos gordos mais abundantes foram o ácido palmítico (C16:0) entre 
os 33,90 e 37,58 %, o ácido esteárico (C18:0) entre 11,40 e 18,66 %, o ácido palmitóleico 
(C16:1ω7) de 25,70 a 27,99 % e o ácido oleico (C18:1ω9) de 8,80 a 20,93 % (Tabela 9). A 
30º C ocorreu uma diminuição significativa da percentagem de ácidos gordos 
monoinsaturados, sobretudo devido à diminuição do C18:1 e aumento do C18:0. O aumento 
da proporção de ácidos gordos polinsaturados foi também observado a 30º C. 
Tabela 9: Composição em ácidos gordos em percentagem em relação aos ácidos totais de N. communis 
recolhida aos 11 dias de cultivo a 20, 30° C. Para cada ácido gordo os níveis de significância (PERMANOVA, 
p ≤ 0.05) são representados por letras (a e b). Os desvios padrão estão representados entre parêntesis.*– 
Indica que os ácidos gordos que foram detetados com a uma abundância relativa inferior a 0,5%. 
Ácidos gordos   
 20º C 30º C 
Saturados  
C14:0 2,84a (±1,23) 3,79a (±0,52) 
C15:0 * 0,74 (±0,03) 
C16:0 33,90a (± 0,28) 37,58a (±3,93) 
C18:0 11,40a (± 4,17) 18,66a (±6,49) 
Total % 48,13a (± 3,22) 60,21a (±9,87) 
Monoinsaturados  
C16:1 27,99a (± 12,86) 25,70a (±7,42) 
C18:1 20,93a (± 8,51) 8,80b (±0,42) 
Total % 48,92a (±4,35) 34,50b (±7,84) 
Polinsaturados  
C16:2 * 0,59(0.11) 
C16:3 * * 
C18:2 2,05 (±0,15) * 
C20:4 * 1,05 (±0,51) 
C20:5 0,90(±0,0,98) 3,33 (±1,10) 
Total % 2,95a (±1,13) 4,97a (±1,72) 
 
 
44 
 
3.3.4 Comprimento da cadeia dos ácidos gordos 
O efeito da temperatura no comprimento da cadeia dos ácidos gordos das duas diatomáceas 
aqui estudadas está representado na Figura 13.  
  
Figura 13: Variação do comprimento da cadeia dos ácidos gordos de N. palea (A), colhida aos 
14 dias e N. communis (B), colhida aos 11 dias, a diferentes temperaturas de cultivo. Os níveis de 
significância (PERMANOVA, p ≤ 0.05) entre cada condição de cultura estão representados pelas 
letras a e b 
 
Figura 14: Variação do comprimento da cadeia dos ácidos gordos N. palea em diferentes fases 
de cultivo. Os níveis de significância (PERMANOVA, p ≤ 0.05) entre cada condição de cultura estão 
representados pelas letras a e b. 
Em N. palea, tal como para a análise dos ácidos gordos (3.3.2), a escolha do dia 14 deveu-
se sobretudo ao facto de este ser o dia de cultura onde se observam maior conteúdo em 
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lípidos por célula. Na escolha do dia 11 para N. communis aplicou-se o mesmo critério. Para 
estudo da influência do tempo de cultura feito em N. palea escolheu-se a temperatura de 30º 
C já que esta é temperatura onde se observou maior crescimento.  
A influência da temperatura no comprimento da cadeia dos ácidos gordos em N. palea ao 
14º dia de cultura está representada na Figura 13-A. É evidente uma tendência geral para o 
aumento dos ácidos gordos em C14 e C16 e diminuição dos ácidos gordos em C18 a 
temperaturas mais elevadas. No caso dos ácidos gordos em C14 o aumento é estatisticamente 
significativo a 33º C relativamente a 20ºC. 
Em N. communis, colhida no dia 11, à semelhança do que se observou em N. palea, os ácidos 
gordos em C18 tendem a ser mais abundantes a temperaturas mais baixas, sendo os C14 e 
C16 mais abundantes à temperatura mais elevada, no caso 30º C (Figura 13-B). 
A influência do tempo de cultura no comprimento da cadeia dos ácidos gordos de N. palea 
está representada na Figura 14. Em N. palea cultivada a 30º C, seja qual for o dia de cultura, 
os ácidos gordos mais abundantes são os com 16 e 18 carbonos. Observou-se que a proporção 
de ácidos gordos C18 aumentou significativamente no dia 14, em detrimento da diminuição 
dos ácidos gordos C16. No dia 11 notou-se também uma tendência para o aumento dos 
ácidos gordos em C14.  
 Discussão 
Os ácidos gordos mais abundantes nas duas espécies de Nitzschia aqui estudadas são o ácido 
palmítico (C16:0) e o ácido palmitoleico (C16:1) sendo que o ácido mirístico (C14:0), o 
ácido esteárico (C18:0) e o ácido oleico (C18:1) também estão presentes em quantidades 
significativas (Tabelas 7-9). O dia 11 a 30º C foi a condição de cultura em que os ácidos 
gordos das duas espécies foram analisados. Nestas condições de cultura podemos comparar 
o perfil em ácidos das duas espécies aqui estudadas observando que são muito semelhantes, 
não se verificando diferenças significativas (PERMANOVA, p ≤ 0.05) nas percentagens dos 
diferentes ácidos gordos entre as espécies. Em outros estudos com espécies do género 
Nitzschia nota-se também a predominância dos ácidos gordos C16:0 e C16:1, mas ao 
contrário dos nossos resultados os ácidos gordos C18:0 e C18:1 estão normalmente presentes 
em baixas quantidades, enquanto ácidos gordos polinsaturados como o eicosapentaenóico 
(C20:5) são relativamente abundantes (Opute 1974; Chu et al. 1994; Renaud et al. 1995). 
Estas diferenças podem dever-se ao facto de nos nossos estudos as microalgas terem 
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acumulado TAGs, mais ricos em ácidos gordos saturados e monoinsaturados. Noutros 
trabalhos com diatomáceas, por exemplo em Chaetoceros sp., Skeletonema costatum e 
Thalassiosira pseudonana estudadas por Volkman et al. (1989) os ácidos gordos C18:0 e 
C18:1 e os PUFA são os mais produzidos. A fraca produção de PUFA por ambas as espécies 
de Nitzschia aqui estudadas pode ser explicada pela maior produção e acumulação de lípidos 
em relação às espécies de diatomáceas anteriormente referidas. Os nossos resultados 
mostram que a produção de lípidos tanto em N. palea como em N. communis pode atingir 
valores por volta dos 250 µg /milhão de células (Figura 4 A e B, pp. 23), isto nas condições 
de cultivo onde a produção de lípidos é mais estimulada (33º-dia 14 em N. palea e 30º C-dia 
11 em N. communis), sendo que mesmo nas condições de cultivo onde a produção de lípidos 
é menor são sempre atingidos valores na ordem dos 50-100 µg /milhão de células, 
excetuando no dia 7 de cultivo. Nas muitas espécies de diatomáceas referidas na literatura 
como sendo produtoras de grandes quantidades PUFA os valores de acumulação de lípidos 
(µg /milhão) são muito inferiores aos nossos resultados. Por exemplo em Volkman et al. 
(1989) o valor de produção de lípidos máximo é 2,4 µg /milhão de células (observado em 
Chaetoceros sp). Em Nitzschia closterium e N. paleacea (Renaud et al. 1995) estes valores 
são mais elevados, ainda assim não excedem os 23 µg /milhão de células. É amplamente 
aceite que a temperatura influencia a composição em ácidos gordos devido à resposta 
adaptativa das membranas celulares. Em microalgas que acumulam grandes quantidades de 
TAGs, como é o caso da N. palea e N. communis, as alterações no perfil em ácidos gordos 
estão pouco relacionadas com a adaptação membranar à temperatura de cultivo. O facto de 
grande percentagem dos ácidos gordos estarem contidos nos TAGs explica assim a baixa 
proporção de PUFA nas espécies aqui estudadas. Tal como revisto por Solovchenko (2012) 
as espécies que acumulam TAGs têm geralmente baixa percentagem de PUFA, que são 
menos benéficos do ponto de vista do armazenamento de energia do que os saturados, já que 
a quando da sua oxidação menos energia é libertada (Volkman et al. 1989; Solovchenko 
2012).  
No presente estudo mostrou-se que em N. palea o envelhecimento da cultura (dia 14, fase 
de declínio) promove a diminuição dos ácidos gordos de cadeia mais curta (C14 e C16) e o 
aumento dos ácidos C18 (Figura 14). O efeito do tempo de cultura no perfil em ácidos gordos 
é também reportado noutros estudos (Pugh 1971; Cooper et al. 1985). Mas contrariamente 
os nossos resultados Pugh (1971) observou a diminuição dos ácidos gordos C18 e o aumento 
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dos ácidos gordos C16 com o envelhecimento da cultura de Coscinodiscus eccentricus. No 
presente estudo em N. palea cultivada a 30º C a produção máxima de ácidos gordos de cadeia 
mais longa (C20) registou-se já na fase de declínio (dia 11). Outros estudos mostraram que 
os ácidos gordos em C20 atingiam os valores máximos no final da fase exponencial. É o 
caso de diatomáceas dos géneros Phaeodactylum, Nitzschia e Chaetoceros cuja produção 
máxima de ácidos gordos C20, nomeadamente polinsaturados, ocorreu no fim da fase 
exponencial, diminuindo à medida que a cultura vai envelhecendo (Cooper et al. 1985; 
Fernandez-Reiriz et al. 1989; Chu et al. 1994). 
Nos nossos resultados é evidente que a maior produção de ácidos gordos mono e 
polinsaturados ocorre no dia 11, que corresponde já a uma fase de declínio. Contudo em 
estudos com Nitzschia inconspicua (Chu et al. 1994) e algumas estirpes de Cylindrotheca 
(Ying & Kang-sen 2001) maior produção de ácidos gordos mono e polinsaturados ocorreu 
no início da fase estacionária. Ao longo do cultivo das microalgas os nutrientes vão sendo 
consumidos e são libertados metabolitos para o meio de cultura. Esta alteração nas condições 
de cultura poderá explicar em parte a variação no perfil em ácidos gordos (Fernandez-Reiriz 
et al. 1989).   
A temperatura também influencia o comprimento da cadeia dos ácidos gordos. No presente 
estudo observámos que às temperaturas mais elevadas e não ótimas de 30º C e 33º C para N. 
communis e N. palea, respetivamente, houve tendência para a maior produção de ácidos de 
cadeia mais curta, nomeadamente C14:0, e menor produção de ácidos gordos C18. Tal é 
também observado em estudos com Rhodomonas (Renaud et al. 2002), Odontella aurita, 
Thalassiosira pseudonana e Isochrysis galbana (Roleda et al. 2013). A nível molecular as 
alterações no comprimento da cadeia dos ácidos gordos em resposta ao tempo e temperatura 
da cultura estão relacionadas com a maior ou menor atividade das enzimas elongases 
(Muhlroth et al. 2013; Meyer et al. 2004). Alguns, mas poucos, estudos em espécies de 
microalgas, plantas e leveduras, mostram a influência de fatores como a salinidade e a 
temperatura na modulação da atividade desta enzima (Azachi 2002; Wilmer et al. 2002; 
Dittrich et al. 1998) 
Grande percentagem dos ácidos gordos de N. palea e N. communis são ácidos gordos 
saturados e monoinsaturados C16 e C18, observando-se que a temperatura se reflete 
sobretudo em alterações na saturação destes ácidos gordos. Neste sentido torna-se 
importante a compreensão da atividade das enzimas dessaturases, nomeadamente a ∆9-
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desaturase, responsável pela formação de uma dupla ligação entre os carbonos 9 e 10 dos 
ácidos gordos C16:0 e C18:0, formando C16:1ω7 e C18:1ω9 (Cagliari et al. 2011; De 
Fabiani 2011). 
O aumento da quantidade de ácidos gordos monoinsaturados (C16:1ω7 e C18:1ω9) em N. 
palea a 33º C pode ser explicado por o aumento da atividade da enzima ∆9-desaturase a esta 
temperatura. Se analisarmos o rácio C18:0/C18:1 entre 20 e 33º C, respetivamente 9,35 e 
0,40, o aumento do C18:1 (4,29-21,27 %) é acompanhado de uma acentuada diminuição de 
C18:0 (40,02-8,22 %). O aumento significativo de C16:1 também observado a 33º C poderá 
ser também explicado pelo aumento da atividade desta enzima. O aumento de C16:1 é 
acompanhado da diminuição de C16:0 em Nitzschia closterium (Renaud et al. 1995).  
Como mostrado no capítulo anterior a 33º C estas espécies estão em stresse. Em Chlorella 
zofingiensis também se observou que diversas condições de stresse como demasiada 
intensidade luminosa e carência de azoto estimularam a produção de C18:1ω9 a partir de 
C18:0 através da regulação da atividade de uma enzima ∆9-dessaturase designada de 
estearoil-ACP dessaturase (SAD). A expressão desta enzima está positivamente relacionada 
com a produção de C18:1ω9 e diminuição de C18:0 (Lei et al. 2012). Madi et al. (2003) em 
trabalhos com a planta do abacate (Persea americana) mostrou que diversas condições de 
stresse como ferimentos, exposição a elevados níveis de etileno e CO2, temperatura baixa (4º 
C) e infeção com um fungo patogénico (Colletotrichum gloeosporioides) estimula a 
expressão do gene que codifica a SAD. Também em tumores provocados por Agrobacterium 
tumefaciens em Arabidopsis thaliana se mostrou que níveis elevados de ROS estão 
associados à sobre-expressão desta enzima (Klinkenberg et al. 2014). Em condições de 
stresse o aumento do conteúdo celular em ROS regula positivamente a produção desta 
enzima (Madi et al. 2003; Liu et al. 2012).  
No presente estudo em N. communis os resultados foram contraditórios à tesa acima 
apresentada, a percentagem de ácidos gordos monoinsaturados diminuiu na temperatura 
mais elevada (30º C), quando os níveis de ROS foram mais elevados, em detrimento do 
aumento dos ácidos gordos saturados. Há no entanto, outros estudos que relatam em outras 
espécies de microalgas resultados idênticos aos obtidos por nos com esta espécie (Chen 
2012; Renaud et al. 2002; Thompson & Harrison 1992). Na mesma linha de raciocínio em 
N. communis esta variação pode ser explicada por uma menor atividade da enzima ∆9-
dessaturase a temperaturas mais elevadas. Tal é também observado em soja (Glycine max) 
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(Cheesbrough 1990) onde o cultivo a temperaturas mais baixas promoveu o aumento da 
atividade da SAD. Morgan-Kiss et al. (2006) relatam o aumento da atividade das enzimas 
dessaturases a baixas temperaturas. 
A hipótese por nós proposta do aumento da atividade da ∆9-dessaturase em N. palea a 33º 
C e no dia 11 de crescimento pode explicar também o aumento dos PUFA nestas condições 
de cultura, já que sem a síntese de C18:1 por esta enzima as subsequentes reações de 
dessaturação e alongamento na formação de PUFA não podem ocorrer (Guschina & 
Harwood 2006; Cagliari et al. 2011; Xue et al. 2016). 
A obtenção de padrões tão distintos em espécies de taxa próximos, mostra-nos que a 
influência da temperatura na composição em ácidos gordos nas microalgas deve ser 
analisada espécie a espécie, não sendo passível de generalizações, principalmente em 
microalgas que acumulam grandes quantidades de TAGs.  
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 Estudo das condições ideais de temperatura e tempo de cultura 
de N. palea e N. communis para produção de lípidos de interesse 
biotecnológico 
 Introdução  
A crescente preocupação em controlar as emissões de gases de efeito de estufa, causada em 
grande parte por gases provenientes da queima de combustíveis fósseis, tem levado a 
comunidade científica a procurar outras soluções, isto é, outros combustíveis que sejam mais 
“verdes”, os chamados biocombustíveis. A utilização destes combustíveis alternativos levará 
a uma diminuição significativa de gases de efeito de estufa (GEE) na atmosfera, sobretudo 
CO2 (Sheehan et al. 1998). A característica que torna o biodiesel um combustível “verde” é 
o facto de ao longo do seu processo de produção e queima o balanço na emissão e captura 
de CO2 ser nulo, isto é, apesar da queima deste combustível libertar CO2 para a atmosfera, 
esta libertação é compensada pela sua utilização durante a cultura/crescimento dos 
organismos fotossintéticos que são a matéria-prima para a sua produção (Sheehan et al. 
1998; Dragone et al. 2010). Em Portugal, e respeitando diretivas Europeias, o Decreto-Lei 
n.º 117/2010, de 25 de Outubro estabelece um mínimo de 10% para a incorporação de 
biocombustíveis em combustíveis fosseis até 2020. 
O biodiesel de microalgas é um tipo de biocombustível que normalmente é obtido pela 
reação de transesterificação dos lípidos, como os triglicerídeos (TAGs), em ésteres metílicos 
de ácidos gordos (FAME) e glicerol (Figura 15) (Brennan & Owende 2010; Xu et al. 2011). 
A reação de hidrogenação dos lípidos é também já muito utilizada na produção de um tipo 
específico de biodiesel a partir de óleos vegetais, o óleo vegetal hidrotratado (HVO), sendo 
que a aplicação deste método para a produção de biodiesel a partir de microalgas tem sido 
estudada (Xu et al. 2011; No, 2014). Os TAGs são preferíveis aos fosfolípidos e glicolípidos 
para a produção de biodiesel por possuírem elevada percentagem de ácidos gordos e não 
terem na sua constituição fósforo e enxofre (MacDougall et al. 2011). A produção de TAGs 
é variável com as condições de cultura das microalgas e como ocorre maior produção em 
condições desfavoráveis de crescimento, a sua produção pode ser manipulada por alterações 
das condições de cultura (MacDougall et al. 2011).  
Podem ser utilizadas várias matérias-primas para a produção de biodiesel, incluindo óleos 
de cozinha usados e óleos animais. Contudo, a produção de biodiesel utilizando estas 
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matérias-primas não consegue responder à enorme procura de combustíveis na sociedade 
atual. Uma forma de resolver esse problema é utilizar plantas terrestres como a soja, a colza 
ou o milho. O problema é que esta opção resulta na competição pelas terras aráveis entre 
plantas para a alimentação e plantas para produção de biodiesel, aumentando 
consideravelmente os preços dos alimentos e a perda de biodiversidade (Hu et al. 2008; 
Graham et al. 2012). Uma matéria-prima da qual se pode produzir biodiesel com bom 
rendimento e que não entra em competição com a produção agrícola são as microalgas (Hu 
et al. 2008; Sharma et al. 2012). Usando culturas de microalgas é possível produzir elevada 
quantidade de biodiesel com uma ocupação de área relativamente baixa (Graham et al. 
2012). 
 
Figura 15: Reação de transesterificação na formação de biodiesel. Adaptado de van Kasteren 
& Nisworo (2007) 
Nas últimas décadas tem-se aprofundado o estudo desta estratégia e descoberto que muitas 
espécies de algas, principalmente as designadas de oleaginosas, podem crescer rapidamente 
e produzir quantidades significativas de TAGs ou outros lípidos. Algumas características 
tornam esta matéria-prima muito interessante para a produção de biocombustíveis, por 
exemplo, a sua capacidade para sintetizar e acumular elevadas quantidades de lípidos 
neutros, crescerem rapidamente, poderem ser cultivadas em terrenos marginais, serem 
espécies geralmente ubíquas, poderem utilizar nutrientes de águas residuais, mitigarem a 
produção do dióxido de carbono e produzirem compostos de elevado valor acrescentado 
(biopolímeros, polissacarídeos, pigmentos, fertilizantes, etc.) (Hu et al. 2008). Teoricamente 
calcula-se que a produção anual de bio-óleo por microalgas oleaginosas possa ser superior a 
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30000 litros, cerca de 200 barris, por hectare de terra (Hu et al. 2008). Das centenas de 
espécies indicadas no projeto ASP (Aquatic Species Program) como sendo as mais 
promissoras para utilização como matéria-prima para a produção de biodiesel, 60% são 
diatomáceas (Sheehan et al. 1998). 
Um dos fatores mais decisivos para se considerar uma determinada espécie como uma boa 
fonte de biomassa para produção de biodiesel é a sua capacidade para sintetizar quantidades 
significativas de lípidos utilizando relativamente pouco meio de cultura e tempo, isto é que 
tenha uma elevada produtividade lipídica (Griffiths & Harrison 2009). A produtividade 
lipídica é o produto do conteúdo em lípidos pela produção de biomassa (Griffiths & Harrison 
2009). Para a produção de biodiesel interessa assim utilizar microalgas que tenham elevadas 
taxas de produção de biomassa e que essa biomassa tenha grande percentagem de lípidos, 
sobretudos TAG (Sheehan et al. 1998). Outro parâmetro fundamental é a composição em 
ácidos gordos destes lípidos. As propriedades físico-químicas do biodiesel são em grande 
parte ditadas pela composição em ácidos gordos de cada espécie (Hoekman et al. 2012; Islam 
et al. 2013). Condições de crescimento como a disponibilidade em nutrientes, luminosidade 
ou temperatura podem influenciar a composição em ácidos gordos nas microalgas e 
consequentemente as propriedades do biodiesel (Hoekman et al. 2012). 
O biodiesel tem que obedecer a uma série de parâmetros e especificações estipuladas por 
normativas como a ASTM D6751 (American Society of Testing and Materials, 2002) nos 
Estados Unidos e a EN 14214 (European Committee for Standardization, 2003) na Europa. 
Estes parâmetros são determinantes na utilização deste combustível em motores a gasóleo 
(Knothe 2008). De entre estas propriedades algumas das mais importantes são o número de 
cetano (relacionado com a capacidade de autoignição do combustível), a viscosidade 
cinemática (que afeta a injeção do combustível), a estabilidade oxidativa e o cold-flow (que 
afeta a capacidade de ignição) (Hoekman et al. 2012). Certos ácidos gordos/FAME 
interferem de modo diferente com as diferentes propriedades do biodiesel, acima descritas. 
O equilíbrio entre estas propriedades é essencial para a qualidade do produto. Por exemplo, 
o biodiesel produzido a partir de microalgas ricas em PUFA tem boas propriedades de cold-
flow mas tendem a ter problemas de estabilidade durante o armazenamento, devido à 
instabilidade oxidativa das ligações duplas. Assim, o balanço entre as diferentes 
propriedades do biodiesel deve ser tido em conta quando se analisa um determinado perfil 
em ácidos gordos (Knothe 2008). Óleos ótimos para a produção de biodiesel devem conter 
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níveis relativamente baixos de ácidos gordos saturados (para minimizar problemas de cold 
flow), baixos níveis de PUFA (para minimizar problemas de estabilidade oxidativa) e níveis 
elevados de ácidos gordos monoinsaturados. Níveis elevados de ácido palmitoleíco (C16:1) 
e oleico (C18:1) estão associados a combustíveis com excelentes características de 
estabilidade oxidativa e cold flow, sem excessiva redução do número de cetano (Hoekman 
et al. 2012). Neste sentido o conteúdo em TAGs, o perfil em ácidos gordos assim como as 
características de crescimento de algumas espécies de diatomáceas têm sido estudados em 
alguns taxa, como é o caso das espécies Skelotonema costatum, Chaetoceros calcitrans, 
Phaeodactylum tricornutum, e algumas espécies dos géneros Nitzschia, Thalassiosira, 
Aulacoseira, Cyclotella, Navicula e Amphora. Algumas espécies como Thalassiosira 
weissflogii, Cyclotella cryptica, Cyclotella meneghiniana, Aulacoseira granulata, 
Skelotonema costatum e Navicula gregaria, mostrando boas características para a produção 
de biodiesel (Graham et al. 2012; Popovich et al. 2012; d’Ippolito et al. 2015). 
Existem atualmente algumas empresas produtoras de biodiesel a partir de microalgas em 
todo o mundo. A maioria para além de biodiesel produz outros biocombustíveis, como o 
bioetanol e biogás, assim como uma série de outros produtos de valor acrescentado, 
funcionando como biorefinarias. Algumas das empresas mais proeminentes nesta área são a 
GreenFuel Technologies Corporation, Solix Biofuels, Solazyme, Alganol Biofuels, Kai 
BioEnergy Corporation e a Seambiotic. Estas empresas podem usar diferentes estratégias 
para a produção e transformação da biomassa, sendo que em geral se localizam em regiões 
com condições favoráveis de temperatura e luminosidade ao crescimento das microalgas, 
como no sudoeste dos Estado Unidos, médio-oriente ou Península Ibérica. Em Portugal as 
empresas mais importantes na produção e transformação de biomassa microalgal são a 
Buggypower que é uma biorrefinaria de microalgas com uma unidade de produção na 
Madeira e a AlgaFuel, localizada em Olhão. 
Para além de biodiesel as microalgas que produzem grandes quantidades de lípidos podem 
também ser investigadas para a produção de outros óleos que podem ter outras aplicações 
como na alimentação, produção de fármacos, cosméticos ou suplementos alimentares 
(Derner et al. 2006, Guschina & Harwood 2006). A produção de ácidos gordos essenciais, 
nomeadamente polinsaturados (PUFA) das famílias dos ómega-3 e 6, usados na alimentação 
ou aquacultura é já feita em processos industrializados por algumas espécies de microalgas 
em alternativa à sua produção a partir de óleos de peixe (Harwood & Guschina 2009). Estes 
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ácidos gordos, que incluem os ácidos eicosapentanoico (EPA), docosahexanoico (DHA) e 
araquidónico (ARA), trazem comprovados benefícios para a saúde homana, nomeadamente 
na saúde cardiovascular, função cerebral e desenvolvimento embrionário, sendo atualmente 
comercializados numa indústria que movimenta 10 mil milhões de euros por ano (Wen & 
Chen 2002; Ferreira et al. 2013). 
Um ácido gordo valioso e que também pode ser usado como suplemento alimentar, fármaco 
ou cosmético é o ácido palmitoleico ómega-7 (C16:1ω7) (Figura 16). Este ácido gordo está 
associado à prevenção e melhoria de alguns problemas de saúde como a redução do risco de 
diabetes tipo 2 (Morgan & Dhayal 2010), redução dos níveis de colesterol (Griel et al. 2008), 
prevenção da formação de melanomas (Yoon et al. 2010) e tem efeito anti-inflamatório (Gao 
et al. 2003). 
  
Figura 16: Representação da molécula de ácido palmitoleico, adaptado de King (2016) 
Atualmente óleos ricos em ácido palmitoleico são obtidos a partir de nozes de macadâmia 
(Macadamia integrifolia), do espinheiro do mar (Hippophae rhamnoides) e do vison 
americano (Neovison vison) (Fenonjois 1960; Yang et al. 1999; Xing et al. 2002; 
Kolouchová et al. 2015). Todas estas fontes são caras e de disponibilidade limitada 
(Kolouchová et al. 2015). Contudo tem-se tentado encontrar fontes alternativas deste ómega-
7 sendo que a sua produção a partir de leveduras (Kolouchová et al. 2015) e muito 
recentemente microalgas (Wang et al. 2016) tem sido estudada. Shinde et al. (2015) registou 
uma patente que descreve a extração de óleos ricos em ácido palmitoleico a partir de 
Nannochloropsis sp. 
Com base nos resultados obtidos da quantificação dos lípidos e análise dos ácidos gordos 
nos capítulos anteriores, discutimos aqui quais as condições ideais de temperatura e tempo 
de cultivo para a produção de lípidos com interesse biotecnológico em N. palea e N. 
ω 
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communis. Vamos analisar quais as melhores condições para a obtenção de biomassa para o 
fabrico de biodiesel e para a produção de ácido palmitoleico, que ao contrário de outros 
ácidos gordos valiosos, como os ómega-3, é abundante em N. palea e N. communis.  
 Materiais e métodos  
Toda a metodologia relativa ao cultivo e recolha da biomassa, extração dos lípidos, 
quantificação dos lípidos e sua análise por GC-MS está descrita nos capítulos anteriores nas 
secções 2.2.1, 2.2.2, 2.2.3 e 3.2.2 
 Resultados e discussão 
4.3.1 Produção de biodiesel  
Tal como referido por Griffiths & Harrison (2009) uma das características essenciais para 
uma espécie de microalga ser considerada de interesse para a produção de biodiesel é a sua 
produtividade lipídica, sobretudo que sejam capazes de produzir e acumular grandes 
quantidades de TAGs (Sheehan et al. 1998; Griffiths & Harrison 2009). Outro fator que não 
é menos importante neste processo é a qualidade desses lípidos. A composição em ácidos 
gordos está diretamente relacionada com a composição em FAME do óleo extraído que está 
relacionada com as suas propriedades do biodiesel produzido (Knothe 2008; Hoekman et al. 
2012).  
A partir dos resultados obtidos nos dois capítulos anteriores pode-se propor as condições de 
cultura (temperatura e tempo) mais benéficas para a produção de biodiesel considerando a 
quantidade total de lípidos produzidos e perfil lipídico. 
Das condições de cultura testadas em N. palea duas parecem ser as mais favoráveis na 
obtenção de biomassa para a produção de biodiesel, isto tendo em conta a produtividade 
lipídica e o perfil em ácidos gordos. Estas condições são o cultivo a 33º C-colheita no dia 14 
e a 30º C-colheita no dia 7. A 33º C-colheita no dia 14 é onde se observa o perfil em ácidos 
gordos mais favorável de todas as condições estudadas, aqui os ácidos gordos 
monoinsaturados são relativamente abundantes (36,13 %) e os polinsaturados estão 
presentes em baixas quantidades (1,05 %). Tal como relatado por Knothe (2008) um 
biodiesel de elevada qualidade deve ter elevada percentagem de ácidos gordos 
monoinsaturados e baixo conteúdo em PUFA. A normativa europeia EN14214 estabelece 
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ainda como limite para o conteúdo em ácidos gordos com mais de 4 duplas ligações 1% e 
para o conteúdo em ácido linolénico (C18:3) 12% (CEN EN-14214: 2003 (2003)). A 
produtividade lipídica nesta condição de cultura (33º C-colheita no dia 14) é 1,75 mg L⁻ ¹ 
dia ⁻ ¹ (Figura 16-A).  
  
Figura 17: Produtividade lipídica (mg L⁻ ¹Dia⁻ ¹) de N. palea (A) cultivada a 20, 30, 33° C e 
N. communis (B) cultivada a 20 e 30° C, colhidas nos dias 7, 11 e 14. Os níveis de significância 
(PERMANOVA, p ≤ 0.05) entre cada condição experimental e espécie estão representados por letras 
(a-c).   
No cultivo a 30º C aos 7 dias observa-se a maior produtividade lipídica das condições 
estudadas (4,05 mg L⁻ ¹ dia⁻ ¹) (Figura 16-A), que é significativamente superior (p ≤ 0,05) 
a todas as outras condições de cultura em N. palea. Aqui as percentagens de ácidos gordos 
monoinsaturados e polinsaturados (PUFA) são 25,74 e <0,5 %, respetivamente (ver Tabela 
4, Capítulo 3). Os óleos produzidos nesta condição de cultura para além de terem 
percentagens relativamente elevadas de ácidos gordos monoinsaturados estão dentro dos 
padrões estipulados pela EN14214 no que diz respeito aos níveis de ácidos gordos com 4 ou 
mais duplas ligações e ácido linolénico, encontrados em quantidades inferiores a 0,5% (ver 
Tabela 8, Capítulo 3).  
Das duas condições atrás referidas para o cultivo de N. palea e pensando numa solução de 
compromisso entre a produtividade em lípidos, tipo e quantidade de ácidos gordos 
adequados à produção de biodiesel e cumprimento das normas existentes a condição que 
selecionamos como sendo a melhor é a 30º C e aos 7 dias de cultura (final da fase 
exponencial). 
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Em N. communis a temperatura de cultivo não parece influenciar a produtividade lipídica, 
não tendo influenciado significativamente a produtividade lipídica nos três dias de colheita, 
(PERMANOVA, p> 0,05). Observou-se que a produtividade máxima ocorreu no dia 11 tanto 
a 20º C como a 30º C, com produtividades de 3,06 e 2,59 mg L⁻¹ dia ⁻¹, respetivamente 
(Figura 16-B). A 20º C a grande proporção de ácidos gordos monoinsaturados (48,92 %) e 
os baixos níveis de ácido linolénico e PUFAs com mais de quatro ligações duplas (ver Tabela 
9, Capítulo 3), abaixo dos valores máximos da EN14214, fazem com que esta condição (20º 
C-dia 11) seja a mais adequada na obtenção de biomassa para a produção de biodiesel. Tal 
com referido por Hoekman et al. (2012) os óleos ricos em ácidos gordos monoinsaturados 
C16:1 e C18:1 e com baixo conteúdo em PUFA são os ideais para a produção de biodiesel, 
obtendo-se o melhor compromisso entre a estabilidade oxidativa e cold-flow, sem excessiva 
redução do número de cetano.  
Nas duas espécies e nas condições testadas o valor de produtividade mais elevado foi obtido 
em N. palea no dia 7 e a 30º C. Contudo, o facto de em N. communis a 20º C no dia 11 o 
perfil em ácidos gordos ser o melhor para a produção de biodiesel e se obter uma 
produtividade relativamente elevada, que não é significativamente inferior à máxima 
observada em N. palea, leva-nos a concluir que de entre as duas espécies aqui estudadas a 
N. communis cultivada a 20º C e colhida no dia 11 é a que reúne melhores condições de 
produtividade e qualidade de lípidos para a produção de biodiesel. Esta escolha, embora mais 
demorada no tempo (11 dias) permitiria economizar em termos de gastos energéticos uma 
vez que permitiria o crescimento à temperatura ambiente durante grande parte do ano (20º 
C) em vez do crescimento a 30º C necessário para N. palea. 
4.3.2 Produção de ácido palmitoleico  
O ácido palmitoleico (C16:1ω7) é um ácido gordo monoinsaturado da família dos ómega-7 
tradicionalmente explorado de fontes vegetais (Macadâmia e Espinheiro do mar) e animais 
(Vison Americano). Este composto tem comprovados benefícios na prevenção/tratamento 
de diversos problemas de saúde para além diversas aplicações como cosmético.  
Com os resultados de que dispomos da análise dos ácidos gordos das espécies aqui estudadas 
e revendo a literatura sobre o tópico podemos afirmar que algumas microalgas, 
nomeadamente diatomáceas, como por exemplo algumas espécies dos géneros Navicula, 
Amphiprora, Odontella e Phaeodactylum (Jiang & Gao 2004; Teoh et al. 2013; Pasquet et 
58 
 
al. 2014), são organismos ricos em ácido palmitoleico (10-50 % dos ácidos gordos totais) e 
que a hipótese da produção industrial deste composto por estes organismos deve ser mais 
investigada, isto em face do crescente interesse neste ácido gordo. Tal como observado por 
nós em N. palea e N. communis, nestes estudos ficou provado que as condições de cultivo, 
nomeadamente a temperatura podem ser alteradas para a estimular a produção deste 
composto. 
Neste trabalho o conteúdo mais elevado de ácido palmitoleico é obtido em N. palea cultivada 
a 30º C e colhida no dia 11 (ver Tabela 7, Capítulo 3), em que a percentagem de ácido 
palmitoleico determinada foi de 32,42% com uma produção de 10,07 mg/L. Em N. 
communis neste dia tanto a 20 como a 30º C a produção (mg/L) é mais baixa mas não 
estatisticamente significativa (PERMANOVA p> 0.05), observando-se que a 20º C a 
percentagem e produção deste ácido gordo (C16:1) foi de 27,99 % (8,15 mg/L) e a 30º C foi 
de 25,70 % (7,40 mg/L) (ver Tabela 9, Capítulo 2).  
As percentagens de ácido palmitoleico obtidas com as espécies testadas e com outras 
espécies de diatomáceas sobre diferentes condições de cultura, por exemplo Odontella aurita 
(Roleda et al. 2013; Pasquet et al. 2014), Chaetoceros (Renaud et al. 2002) e Thalassiosira 
pseudonana (Roleda et al. 2013) é equiparável com os níveis obtidos nas fontes usuais de 
ácido palmitoleico, que são os óleos das plantas de espinheiro do mar e macadâmia e do 
vison. Nos óleos de espinheiro e macadâmia a proporção de ácido palmitoleico é 
aproximadamente de 40 e 22 %, respetivamente. O óleo de vison contém normalmente 15 
% deste ácido (Kolouchová et al. 2015). 
A produção de óleos ricos neste ómega 7 por microalgas pode ser uma alternativa sustentável 
à sua produção por plantas e animais. Encontrar uma alternativa á sua produção por animais, 
especificamente ao óleo de vison, é um ponto crítico. Ao logo dos últimos anos as empresas 
produtoras de óleo de vison, presentes sobretudo nos Estados Unidos e Dinamarca, têm sido 
alvo de protestos por parte de movimentos pelos direitos dos animais que contestam o 
cativeiro e sacrifício destes animais para a produção destes óleos (Thomsen & Bailey 1994; 
Grosfield 2016; Http://oilhealthbenefits.com 2016). 
Têm sido estudadas outras alternativas, como a produção através de plantas mutantes (Force 
et al. 2004) e leveduras (Kolouchová et al. 2015). Contudo a produção a partir de algas pode 
ser mais vantajosa já que não levanta problemas legais, relacionados com o uso de espécies 
geneticamente transformadas podendo, ao contrário das leveduras, ser cultivada em sistemas 
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foto-autotróficos, o que é vantajoso do ponto de vista ecológico já que ocorre o consumo de 
dióxido de carbono e libertação de oxigénio. Além do mais as culturas de microalgas podem 
ser alimentadas com CO2 proveniente de outros processos industriais, valorizando assim um 
resíduo que seria um problema ambiental, num conceito de economia circular. A produção 
de ácido palmitoleico pode ainda ser estimulada pela manipulação das condições de cultura. 
Tal está provado em várias espécies de leveduras através da alteração das fontes de nutrientes 
(Kolouchová et al. 2015, 2016) e na microalga filamentosa Tribonema minus quando sujeita 
a diferentes regimes de luminosidade e temperatura (Wang et al. 2016). Nesta microalga 
podem atingir-se conteúdos em ácido palmitoleico na ordem dos 50 %. Já em 1974 (Opute 
1974a) em estudos com Navicula muralis e também N. palea tinha mostrado que a 
modificação do sistema de cultivo e condições de luminosidade alteram os índices de 
produção de ácido palmitoleico, podendo ser alcançados valores na ordem dos 50% dos 
ácidos gordos totais. 
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 Conclusões finais 
As diatomáceas são importantes do ponto de vista ecológico sendo em muitos casos usadas 
como indicadores biológicos da qualidade das águas. Mas o presente estudo mostrou que a 
potencialidade das diatomáceas vai para além da sua importância ecológica sendo 
promissora a sua aplicação na área da biotecnologia. Neste sentido perceber qual a influência 
de fatores ambientais no seu crescimento e composição bioquímica é muito importante. 
Neste trabalho mostrou-se que a temperatura e o tempo de cultura são fatores decisivos no 
crescimento e composição bioquímica das diatomáceas aqui estudadas. O conteúdo em 
lípidos, proteínas e hidratos de carbono e a composição em ácidos gordos, assim como o 
estado fisiológico das células são fortemente influenciados pelas condições de cultura. A 
hipótese nula proposta não foi comprovada.  
Numa outra perspetiva a influência destes fatores foi relacionada com o potencial 
biotecnológico destas espécies. A produção de lípidos e ácidos gordos foi estudada e 
apontámos dois produtos de interesse económico que podem ser explorados, a produção de 
biodiesel e a produção de ácido palmitoleico. Concluímos que a temperatura e tempo de 
cultura são fatores que podem ser manipulados para a obtenção de produtos com 
propriedades e conteúdos mais desejáveis.    
A influência que a temperatura e o tempo de cultura mostraram ter na quantidade e na 
qualidade dos lípidos produzidos, poderá ainda ser complementada pela avaliação da 
influência de fatores como a luminosidade, a composição em nutrientes, o pH, entre outros. 
A utilização de outras espécies de diatomáceas em particular de espécies planctónicas que 
apresentam maior produtividade serão atividades de investigação que certamente vale a pena 
realizar com vista à otimização da produção de óleos com interesse biotecnológico. 
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